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略語一覧 
 
API 医薬品有効成分(Active Pharmaceutical Ingredient) 
DGGE 変性剤濃度勾配ゲル電気泳動(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) 
ISO 国際標準化機構(International Standardizing Organization ) 
OECD 経済協力開発機構(Organization of Economics Cooperative Development ) 
PPCPs 医薬品及び日用化学品(Pharmaceuticals and Personal Care Products ) 
VICH 動物用医薬品の承認申請資料の国際調和(会議) 
VMP 獣医療用製剤・製品(Veterinary Medicinal Product) 
 
ABPC アンピシリン 
CFZ セファゾリン塩酸塩 
DSM ジヒドロストレプトマイシン 
EM エリスロマイシン 
NFLX ノルフロキサシン 
OTC オキシテトラサイクリン塩酸塩 
PCP ペンタクロロフェノールナトリウム塩 
PMT ピリメタミン 
SDA スルファジアジン 
SDM スルファジメトキシン 
SMZ スルファメトキサゾール 
ST 合剤  サルファ薬-トリメトプリム合剤 
TMP トリメトプリム 
TMPs トリメトプリム及びピリメタミン 
TP チアンフェニコール 
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TS タイロシン酒石酸塩 
AcSDA  N4-アセチルスルファジアジン 
AcSDM  N4-アセチルスルファジメトキシン 
AcSMZ  N4-アセチルスルファメトキサゾール 
 
EC50 50%影響濃度 
MIC 最小発育濃度 
NOEC 最大無影響濃度 
PEC 環境中予測最高濃度 
PMCts 排水中の予測最高濃度 
PMCurine 尿中予測最高濃度 
 
C/N 比 炭素/窒素比 
CP 発酵点数(発酵状態にあった測定時点数) 
MCF 標準添加濃度(一日最大投薬量/平均一日糞排泄量) 
QCT Quality Control Trial(コントロール試験を 4 連で行い、試験の内部誤差を評価した試
験) 
TC 総温度量(発酵物温度と室温の差分の総和) 
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緒 論 
 
 人類はこれまでに多数の化学物質を発見あるいは作出し、利用してきた。2013 年 3 月時
点において、米国化学会 Chemical Abstract Service に登録されている化学物質は 7000 万以
上に及び 1)、これらの化学物質の多くは人類の生活を豊かにし、健康に貢献してきた。今
日の科学技術やそれによって成り立つ人類の生活は、材料物質としての様々な化学物質の
上に立脚していると言っても過言ではない。 
 しかしながらその反面、これらの化学物質の一部は人に対して有害な作用を持ち、人々
を苦しめてきたことも事実である。未だ全面解決を見ない水俣病などはその代表例である。 
 20 世紀半ばまでは、化学物質の安全性は主に人に対する安全性で評価されてきた。すな
わち、動物実験成績や過去の人に対する曝露事例などを元に、毒劇物として規制がなされ
てきた。20 世紀後半になると、いわゆる公害問題の深刻化とともに化学物質の環境影響に
関心が集まるようになった。このような背景から、我が国においても「化学物質の審査及
び製造等の規制に関する法律」(化審法) (昭和 48 年 10 月 16 日法律第 117 号)が昭和 48 年に
制定され、新たな化学物質を登録する際には、動物における蓄積性及び生分解性について
の試験が課されることとなった。その後化審法は何度かの改正が行われ、平成 15 年度の改
正では動植物への影響について試験が課され、一層環境影響に対するリスク管理を指向し
たものとなった 2)。 
 
 ところが、医薬品等に用いられる有効成分たる化学物質(API)は、化審法の対象外となっ
ている。この理由については明確にされていないが、おそらく人に直接投与するというこ
とから、毒性については個別審査の中で明らかにされていること、人の生命・健康にかか
わる医療において用いられることが、化審法の規制になじまなかったのではないかと推察
される。しかしながら API も化学物質であることには変わりなく、投与体内において代謝
され、あるいは未変化体のまま体外に排出される。排出された API は下水処理を経て、あ
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るいはそのまま、主に水圏を中心とした環境に放出されることになる。実際に 1990 年代か
ら質量分析装置を初めとする分析技術の進歩により、環境中から API が検出されたとの報
告が相次ぎ、現在では環境水中に API が存在することは、ほぼ疑いのない事実となってい
る。環境中の API の存在に関して、詳しくは筆者提出の総説論文を参照されたい。API は
通常の化学物質と異なり、そもそも生体に対して何らかの影響を意図して作出され用いら
れる物質である。その濃度が微量であっても、環境生物に対して何らかの影響を及ぼす可
能性も考えられる。 
 
 医薬品は人のみならず動物にも用いられる。治療対象となる動物は、主に伴侶動物(いわ
ゆるペット)と産業動物(畜産動物)に分けられ、どちらもその治療には、動物用として承認
された医薬品(動物用医薬品)が用いられる。伴侶動物は個別に飼育され、治療も個別治療
であるのに対し、産業動物は近年特に大規模化・集約化され、動物の大きさも比較的大き
く、動物種によっては投薬も群単位で行われることから、一度に大量の動物用医薬品が用
いられる。また、ある種の抗生物質は動物の腸内細菌叢に影響を与え、動物の飼料給餌量
に対する栄養効率を改善することが知られており、このことから治療目的ではなく、飼料
効率改善を目的として一定の抗生物質を飼料に混じて投与する、プログラム的な投薬も一
部国内外で行われている。筆者提出の総説論文においても、畜産施設は人の病院と並んで
主要な医薬品の排出源として認識されている。 
 
 動物に投与された医薬品は、時間とともに代謝体あるいは未変化体として、主に尿中あ
るいは糞中に排泄されていく。我が国で一般的な集約的畜産業態の場合、排泄された尿は
部分的に固形物に混入するほかは排水として処理され、河川などに放流される。なお、平
成 11 年に制定され、平成 16 年に完全施行された「家畜排せつ物の管理の適正化及び利用
の促進に関する法律」(平成 11 年 7 月 28 日法律第 112 号)により、現在は家畜排泄物を直接
素堀の穴や河川等に直接投棄することは原則として禁止されているが、仮に放流水等の中
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に環境に何らかの影響をもたらす物質が一定の濃度以上で含まれていた場合、排出先の環
境に生息する生物に影響を与え、結果的に生態系に何らかの影響を及ぼす可能性が考えら
れる。 
 
 一般的に化学物質の物性、毒性あるいは環境影響度などに関する評価試験法は、経済協
力開発機構 (OECD)が定める化学物質試験ガイドライン (OECD Guideline for Testing 
Chemicals)、あるいは国際標準化機構(ISO)が定める試験法が国際的標準試験法として存在
し、各国が国内法で定める化学物質評価試験法もこれらの試験を元にしたものが大勢を占
める。これらのガイドラインには水棲環境生物に対する化学物質の影響評価試験も収載さ
れており、主要な試験として微細藻類、ミジンコ及び小型魚類に対する試験法が最も汎用
されている。本研究において筆者はこのうち生態系において生産者的役割を果たす微細藻
類に着目し、動物用医薬品のうち主に抗微生物薬を中心に数種類について、OECD ガイド
ライン 201 に準拠した試験を行って試験データを得るとともに、同試験を API に適用する
に当たっての問題点などについて検討を行った。 
 API が通常の化学物質と比較して特徴的である点は、前述のようにそもそも生体に対し
て何らかの作用を及ぼすことを意図して開発され、使用される物質であるという点である。
そのためにその作用機序の多くは研究がなされてきており、ごく微量で生理活性を示し、
かつ機序選択性が高いという特徴を持つ。これは環境影響評価を行う際にも関係すること
が容易に予想される。被験物質である API の作用点を持つ生物を用いた場合には大きな影
響を与えるが、反対に作用点を持たない生物への影響は小さくなると予想され、被験生物
の選択によって結果に大きな差を生じる可能性が考えられる。生態系は多様な生理機能を
持つ無数の生物の微妙な相互関係で成り立っており、たとえごく一部の生物にのみであっ
ても大きな影響を与えることは、生物相互の関係を通して生態系全体に甚大な影響を及ぼ
す可能性も否定できない。筆者は前述の OECD ガイドライン 201 に準拠した試験において、
被験物質として葉酸合成阻害を作用機序とするサルファ薬であるスルファジメトキシンと、
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同じく葉酸合成阻害を作用機序としながら、サルファ薬と作用点が異なることから相乗効
果を発揮し、合剤として用いられるトリメトプリムを同時に被験物質として用いてその相
乗効果を観察することによって、API による複合汚染の結果、個別物質の検討では評価し
得ないリスクがあると考え、その可能性について検討を行った。 (主論文 1) 
 
 これまでの検討から、API はその作用機序が環境生物への毒性に関与する可能性が明ら
かになったが、この事実は医薬品の環境影響評価試験においては被験生物の選択が重要な
意味を持つことを示唆している。この研究で採用した OECD ガイドライン 201 番は、真核
生物である緑藻を被験生物として使用する。これに対して通常細菌感染症に用いられる医
薬品は、原核生物に特有の細胞構造を作用点とすることで作用選択性を持つことが多く、
この点を考慮しないと環境中で大きな割合を占める原核生物に対する影響が見落とされる
可能性がある。後にラン藻は OECD ガイドライン 201 番において対象生物として追加され
たが、当時は原核生物に対する影響を調べる試験に関して、その方法も報告も希少であっ
た。これらのことから筆者は、微細藻類でありながら原核生物であるらん藻を用いた試験
法を考案し、数種の抗微生物薬を被験物質として試験を行った。また、以上のような微細
藻類を用いた試験結果に併せ、我が国での畜産形態及び動物用医薬品の承認状況等を調査
し、動物用医薬品の理論的排泄濃度を計算し、そのリスク評価を試みた。 (主論文 2) 
 
 一方、糞中に排泄された API は、人の場合は多くは尿中の排泄と同様に下水道及び下水
処理場を介して環境水中へと放出されるが、畜産動物の場合、固形排泄物の多くは堆肥化
されて土壌に還元される。API もそれに伴って環境中へと放出される。筆者らは糞中に排
泄された有効成分がまず接触する堆肥化発酵過程に着目し、小型堆肥化装置を用いて堆肥
発酵過程に API が及ぼす影響を評価する系を構築し、その特性について我が国で堆肥の評
価に用いられる方法を用いて本法を評価した。またその系を用いて、発酵原料に抗微生物
薬を混合し、抗微生物薬が堆肥発酵に与える影響を調べた。さらに同時に行った変性剤濃
 9
度勾配ゲル電気泳動(DGGE)解析により、抗微生物薬が発酵物内の微生物相に与える影響を
直接観察する試みを行った。(主論文 3) 
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第一章 緑藻 Pseudakineliella subcapitata を用いた動物用抗菌性物質製剤有効成分の環境科
学的評価 
 
序 論 
 抗菌性物質はヒトに対する医療のみならず産業動物、伴侶動物を含む獣医療領域におい
ても不可欠な医薬品として用いられている。投与された抗菌性物質は、あるものは体内で
代謝を受け、排泄され、最終的に環境中に放出される。もし環境中に量的、質的に活性を
持った抗菌性物質が放出されたと仮定すると、曝露されたその抗菌性物質に感受性を持つ
環境生物は影響を受けることになり、生態系全体へ影響を及ぼす可能性もある。現に抗生
物質のいくつかは通常の下水処理では難分解性のものがあることが報告されており、環境
中からも検出されている 3) 4)。また、医薬品は生体に対して何らかの影響を及ぼすことが目
的であるため、当然曝露された生物は何らかの影響を受けると考えるのが自然であり、量
的にも質的にも通常の化学物質よりも注意を要する。現在詳しい調査はされていないが、
環境中に放出された抗菌性物質が環境生物や生態系に何らかの影響を与えている可能性は
否定できない。 
 化学物質の環境影響評価試験はOECDが定めるガイドライン(OECD化学物質試験ガイド
ライン)による方法が一般的に受け入れられて行われている。OECD ガイドラインの試験の
中で藻類(緑藻)に対する急性毒性試験はミジンコ、魚類に対する毒性試験と並んでもっと
もよく行われる試験であるが、最近抗菌性物質に対する試験結果も水産用剤 5)、成長促進
剤 6)などについてはらん藻、クリプト藻などの結果とともに報告が出されている。 
環境生物を用いた毒性試験は通常単独の化合物に対して行われるのに対し、環境中の生物
は実際には多くの場合、同時に複数の物質に曝露されていると考えられる。しかし複数の
物質による試験はいくつかの問題がある。その一つに汚染地点での物質の種類と濃度の予
測が困難なことが多い点がある。一方、多剤併用はしばしば行われる治療法であるが、特
に畜産に用いられる合剤の排泄による汚染は、使用される物質や組み合わせが限られてお
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り、予測が比較的容易である。例えばこの報告で用いた ST(サルファ薬、TMP)及び類似の
合剤は薬物動態などが研究されており、加えてこの組み合わせは抗菌活性の増強を目的と
した組み合わせであり、環境生物に対する毒性も単独の場合に比べて強く出る可能性が考
えられる。 
 本章において筆者らは、日本で獣医療に用いられている数種類の抗菌性物質について
OECD ガイドラインで規定される試験を行った結果について報告するとともに、ST 合剤を
用いて相乗的な影響について検討を行った 
 なお、用いた緑藻 Pseudakineliella subcapitata は、試験当時は Selenastrum capriconutum と
称されており、その後株名が変更された。このため引用している論文等では旧名を用いて
いるものがあるが、本稿においては執筆時点での名称 Pseudakineliella subcapitata を用いる
こととする。 
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第一節 OECD 化学物質毒性評価ガイドライン第 201 番に則った動物用抗菌性物質製剤有
効成分の毒性評価 
 
 被験物質としてオキシテトラサイクリン塩酸塩(OTC)、アンピシリン(ABPC)、セファゾ
リン塩酸塩(CFZ)、ジヒドロストレプトマイシン(DSM)、エリスロマイシン(EM)、タイロシ
ン酒石酸塩(TS)、スルファジメトキシン(SDM)、スルファメトキサゾール(SMZ)、スルファ
ジアジン(SDA)、チアンフェニコール(TP)、ノルフロキサシン(NFLX)、トリメトプリム(TMP)
及びピリメタミン(PMT)を用い、このほか基準物質としてペンタクロロフェノールナトリ
ウム塩について、OECD 化学物質毒性評価ガイドライン第 201 番に則って試験を行った。
なお、供試株は代表株とされる P. subcapitata のほか、ガイドラインに収載されており一般
的知名度が高い Chlorella vurgalis を用いた。 
 結果を Table 1-1 に示す。被験物質の試験生物に与える毒性は、増殖曲線下面積に対する
50%影響濃度(EC50)を用いて評価した。OTC、DSM、EM、TS は P. subcapitata に対して強い
毒性を示し、サルファ薬も比較的増殖抑制作用は強かった。中でも EM が P. subcapitata に
対して最も強い増殖抑制を示した。一方β-ラクタム系である CFZ、ABPC は、ほとんど増
殖抑制を示さなかった。環境毒性試験における事実上の標準株である緑藻である P. 
subcapitata に対して、C. vulgaris は全体的に増殖抑制を受けにくい傾向が見られた。この傾
向は笠井 7)らの報告とも一致する。 
 
 緑藻の試験から得られた EC50値(Table 1-1)では、P. subcapitata を用いたいくつかの物質、
特に EM の結果が特に低い値を示している。対照的に ABPC、CFZ の EC50は 1000mg/L 以
上とされた。注目すべき点として、各サルファ薬の緑藻に対する増殖抑制効果は他の抗菌
薬と大きな差がないことが挙げられる。サルファ薬製剤は人用医薬品としてはより有効な
抗生物質の登場により使用頻度は低下しているが、動物用としてはコストの面などから現
在も繁用される。特に産業動物に動物群単位で用いられることが多く、大量に用いること
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によって環境リスクが増大する可能性も否定できない。なお、サルファ薬は体内でアセチ
ル化などの代謝を受けることが知られているが、次節で述べるように各々N4アセチル化体
の増殖抑制効果は比較的弱く、アセチル化体に代謝されると危険性は低くなると考えられ
る。 
 
 ほとんどの抗菌性物質は細菌に選択毒性を持つが、これは原核生物である細菌と真核生
物の生化学的機構の違いを利用したものが多い。逆に笠井 8)らは緑色植物に選択毒性を持
つ除草剤は高等植物と同じ真核生物である緑藻に対しても、強い増殖抑制を示すことを明
らかにしている(シメトリンで 10μg/L、プレチラクロルで 2.5μg/L、チオベンカルブで 38.6
μg/L)。しかし今回の試験において抗菌性物質である EM において、緑藻である P. 
subcapitata に対しても除草剤に迫る低い EC50が観察されている。EM は動物用医薬品とし
ての使用頻度は比較的低いものの、水産用医薬品として承認されているものがあり、水産
養殖現場では飼料に混じて用いられる。このように水産用医薬品が直接環境中に入る使用
形態があることを考慮すると、今後 EM の環境に対するリスクは注視していく必要がある
と考えられた。 
 
 藻類の代謝機構等については本稿執筆時点では不明な点が多いが、サルファ薬の主要な作
用点である葉酸合成経路を持つとする報告は存在し 9)、筆者はサルファ薬で見られた増殖
抑制効果はこの作用機序によって発生した可能性があると考えた。これが事実であるとす
ると、これまで個々の物質の毒性値を評価することに主眼を置かれていた環境毒性に関す
る学術界に、毒性(作用)機序という新たな考え方を導入することになる。このことについ
ては別途詳細な検討を行ったので第二節及び第三節でその結果を述べる。 
またこの考え方に基づくと、Halling-Sørensen6)らの報告でも述べられているが、抗菌薬の毒
性は真核生物である緑藻ではなく、むしろ原核生物に強く現れることが予想される。同じ
藻類ではラン藻が原核生物であり、特に毒性機序に特徴がある物質において藻類を用いた
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試験を行う場合、ラン藻等の原核生物に対する影響を評価する必要性が示唆される。この
ことについても検討を行っており、次章でその結果を述べる。 
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Table 1-1. The results of the growth inhibition test against green algae using antimicrobial agents approved for veterinary use in Japan. 
substance 
Selenastrum capricornutum Chlorella vulgaris 
EC50 (mg/L)
95% confidence 
interval (mg/L) 
NOEC 
(mg/L)
EC50 (mg/L)
95% confidence 
interval (mg/L) 
NOEC (mg/L)
sulfadimethoxine (SDM) 2.30 2.09-2.54 0.529 11.2 7.37-15.0 <20.3 
sulfamethoxazole (SMZ) 1.53 1.40-1.68 0.614 − − − 
sulfadiazine (SDA) 2.19 1.95-2.42 <1.00 − − − 
oxytetracycline (OTC) 0.342 0.321-0.364 0.183 7.05 6.50-7.55 <3.58 
cefazolin Na (CFZ) >1000 −− >1000 − − − 
ampicillin (ABPC) >1000 −− >1000 >1000 −− >1000 
dihydrostreptomycin (DSM) 0.107 0.0933-0.121 <0.039 − − − 
thiamphenicol (TP) 8.86 8.27-9.50 4.06 522 489-580 198 
erythromycin (EM) 0.0366 0.0358-0.0399 0.0103 33.8 31.3-36.4 12.5 
tylosin tartate (TS) 0.411 0.387-0.437 0.206 − − − 
norfloxacin (NFLX) 16.6 15.5-17.8 4.01 10.4 9.72-11.0 4.02 
trimethoprim (TMP) 80.3 74.4-86.7 25.5 − − − 
pyrimethamine (PMT) 5.06 4.66-5.50 0.752 − − − 
pentachlorophenol sodium salt* 0.160 0.150-0.170 0.105 8.40 7.84-8.97 5.02 
− : not tested −− : above the limit of detection * : positive control 
EC50 : 50% effective concentration, the concentration of a substance that will reduce cell growth to 50% of the negative control 
NOEC : maximum no-effect concentration 
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  P. subcapitata を用いた試験中の被験物質の培地中の消長を Fig.1-1 に示す。EM および
DSM は紫外線吸光がほとんどなく、筆者が本検討で用いた高速液体クロマトグラフの紫外
線吸光度検出器等では定量が困難であることから評価していない。OTC、TSTおよびABPC、
CFZ は培地中では分解されて濃度が減少していくが、図に示していないその他の物質は比
較的安定であった。 
 
 Fig.1-1 と Table1-1 を合わ
せて考えると、OTC は速や
かに消失していくにも関わ
らず高い増殖抑制効果を有
している。筆者はこの原理
として試験初期の細胞に与
える影響が、その後に比べ
て強くEC50に反映されるの
ではないかと考えた。この
報告で評価に用いたデータ
処理法は増殖曲線の下面積
を用いる面積法であるが、この方法では EC50は細胞濃度が高い部分の影響を強く受ける。
したがって培養後半に被験物質が分解されて毒性が緩和されたとしても細胞は試験期間内
には十分な増殖はできず、EC50は大きく下がってしまう。そこで筆者は各物質の EC50に近
い濃度での増殖曲線の差分値を算出し、傾きの変化を検討した(Fig.1-2)。 
 その結果、多くのケースでは試験 1〜2 日目が最も増殖速度が低くなり、グラフは V 字
型となっている。これは藻類の増殖の特徴として、対数増殖期に相当する部分が増殖開始
後ごく初期のみであり、その後は増殖に従って光が中心まで届きにくくなることにより直
線増殖となるが、この 1〜2 日目が対数増殖期に相当し、多くの抗生物質が、標的微生物の
Fig.1-1. Decrease in concentration of test agents in the growth 
inhibition test.  Other test substances did not show a significant 
decrease during the course of the experiment. 
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増殖が盛んな時期に最も効果を示すことと符合する。このことは次節以降で、藻類に対し
て抗生物質がその作用機序によって増殖抑制を起こしていることの一つの示唆でもある。 
 対して OTC は被験物質濃度が高い試験前期には強く増殖が抑制され、OTC の分解とと
もに増殖速度が上昇するという傾向が見られた。OTC は実験中に培地が茶色に着色してく
るが、テトラサイクリン類は光と少量の酸素で酸化されることが報告されており 10)、これ
もそのためであると考えられる。これらのことから OTC の分解生成物は OTC と比較して
増殖抑制効果は弱く、本検討で観察された OTC の EC50はその分解性によって緩和されて
いることが明らかとなった。一般的にこの酸化物は細菌に対する活性は低いとされている
が、藻類に対してこの酸化物がどの程度の増殖抑制効果を持っているかはこれまで知られ
ていなかった。このこと
を逆に考えると、OTC は
分解されなければこの試
験結果以上に強い増殖抑
制効果を持つと言え、
OTC の分解に必要な条件
が揃わない状況や、排水
が連続的に流入するよう
な条件では一層の注意が
必要である。 
 NFLX、TS も特徴的な増殖速
度の推移を示しているが、被験物質濃度との明確な関連性は見られなかった。このような
現象は細菌に対しては耐性株が存在する場合などには考えられるが、藻類でも耐性株が存
在するのかは知見がなく、現時点ではその理由は不明である。逆に TS は試験時間に従っ
て増殖が落ちる傾向にあるが、この理由も現在考察できる知見がない。 
Fig. 1-2. Variation of the growth rate.  Each test substance 
was used at  the EC50 concentration.  Growth rate was 
determined as increase in cell number/h. 
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第二節 抗菌薬スルファジメトキシンとトリメトプリム合剤をモデルとした、複数の医薬
品有効成分の複合汚染による環境毒性リスク上昇の可能性に関する検討 
 
 前節において筆者は、サルファ薬の緑藻に対する増殖抑制効果が、サルファ薬の医薬品
としての薬理活性機序である、葉酸合成阻害による可能性を指摘した。本仮説に基づけば、
臨床においてサルファ薬と合剤として用いられる TMP あるいは PMT との間には、相乗的
な増殖抑制効果が見られる可能性がある。この仮説に基づき、サルファ薬を用いた合剤の
相乗効果を調べるため、サルファ薬と TMP あるいは PMT(TMPs と総称する)を同時に曝露
させて第一節と同様の試験を行った。 
 
 TMPsの濃度を
第一節の試験で
得られた最大無
作用濃度(NOEC、
Table 1-1)で一定
とし、サルファ薬
の濃度を変化さ
せて、サルファ薬
単独の試験結果
と比較した。薬剤
の組み合わせは
日本で合剤として
承認されている動物用医薬品のうち、試薬として入手可能なものを用いた。 
 
Fig.1-3. The dose-response curve of sulfur drugs combined with TMP or 
PMT (A : SMZ, B : SDM, C : SDA). 
 19
 その結果、TMP と SMZ、SDA の組み合わせでは、明らかに相乗的な増殖抑制効果が見
られた。しかし PMT と SDM の組み合わせでは、そのような効果はほとんど見られなかっ
た(Table 1-2、Fig.1-3)。さらに合剤を豚に投与したときの予想される尿中排泄比率で、サル
ファ薬、TMPs およびサルファ薬の N4アセチル化代謝体 11)(N4-アセチルスルファジメトキ
シン:AcSDM、N4-アセチルスルファメトキサゾール:AcSMZ、N4-アセチルスルファジアジ
ン:AcSDA)を混合して試験した場合、SDA、SMZ を用いた組み合わせではサルファ薬単独
に比べて明らかに増殖抑制の増強が見られた(Table 1-3)。 
 
Table 1-3. Synergistic growth inhibition by the ST combined drug estimated to be 
excreted by pigs. 
substance and mixing ratio 
(SA:AcSA:TMPs) 
EC50 (mg/L) 
95% confidence 
interval (mg/L)
NOEC 
(mg/L) 
SMZ : AcSMZ : TMP (20:105:3) 0.784* 0.717-0.856* 0.2* 
SDM : AcSDM : PMT (167:8:1) 2.17* 1.95-2.40* 0.5* 
SDA : AcSDA : TMP (42:24:1) 2.08* 1.88-2.33* 0.5* 
AcSMZ >100 - 80 
AcSDM >100 - >100 
AcSDA  >100 - >100 
* : concentration of SA in each combination 
− : above the limit of detection 
 
 本試験において、一部の組み合わせであるが 2 種類の API を同時に曝露した場合に増殖
抑制の増強が見られたことは、2 つ以上の化学物質が同時に環境中の生物に曝露された場
合、単独の物質の場合と比べて相乗的な毒性を発現する可能性があることを示している。
実際の環境中ではどのような物質が曝露されるかは非常に複雑な問題であるが、一つの製
品に同時に含まれる物質は同時に環境に放出されるので、環境中に放出される場合にどの
ような物質構成で曝露されるのかを予測し、危険を調査することは可能である。この実験
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結果は医薬品のみならず、化学物質の環境に対する影響を調べる場合、化学物質単位に加
えて、少なくとも製品単位での試験が必要であることを示唆していると考えられる。 
 対して SDM と PMT の組み合わせではそのような相乗作用は認められなかった。この原
因として考えられることは、作用機序、あるいは物理化学的性質の相違による細胞取り込
み量の違いか、あるいは PMT は TMP に比べて NOEC と EC50の差が大きく(Table 1-1)、TMP
に比べて PMT の用量反応性が緩やかであることによると考えられる。 
 
 豚の排泄量を想定した実験(Table 1-3)の結果としては、増殖抑制は SMZ の組み合わせが
単独の時と比べて明らかに大きくなった。しかし SDM 及び SDA については顕著な差は見
られなかった。SDM は PMT との間で相乗作用が確認できていないため、予想された結果
となった。しかしいずれの試験でも用量比を変えた試験より相乗効果が弱い原因は、増殖
抑制を示す比率に対して TMPs の比率が少ないためではないかと考えられる。SMZ の場合、
相乗作用が見られた用量比は他の 2成分と比較してアセチル化体とTMPsの割合が大きく、
そのために SMZ の組み合わせで相乗作用が見られたのではないかと思われる。なお、いず
れも AcSMZ、TMP 単独では増殖抑制を示す用量ではなく、相乗作用が見られていること
は確定的である。なお、培地中でアセチル化体の脱アセチル化によりサルファ薬が遊離す
る可能性も考えられたが、データは示さないが HPLC で経時的にその量を測定した結果、
濃度に変化は見られなかった。 
 
 本試験で設定した混合比率はごく限られた組み合わせである。実際に環境に曝露される
状況下では動物の個体差、健康状態、飼料や他の医薬品の給与状況などによって排泄時の
比率は大きく変化する。また処理施設を経た場合にその比率がさらに変わる可能性もある。
したがって他の組み合わせについても、薬物量の比次第では相乗作用が現れる可能性は残
されている。また、代謝物についても今回検討対象としたのはサルファ薬の N4アセチル化
体だけであるが、実際には少量ながら数多くの種類の代謝物が存在する。TMPs にも代謝
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物は存在し、脱メトキシ体が多く生成すると言われている 12)。この研究ではその入手が困
難であったことから検討は行っていないが、元来すべての代謝物について試験を行うこと
は現実的ではない。技術的問題が解決されれば、実際に動物に医薬品を投与し、その排泄
物を用いた試験も検討に値すると考えられた。いずれにしても人または動物に投与される
医薬品の環境毒性を考える場合には、少なくとも主たる代謝物については検討の必要があ
るのではないかと考える。
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Growth ratio (% of control) 
第三節 抗菌薬スルファジメトキシンとトリメトプリム合剤をモデルとした、環境生物に
対する医薬品作用機序に基づいた毒性発現の可能性に関する検討 
 
 筆者は第一節の結果から、医薬品がその意図する作用機序によって環境微生物にも影響
を及ぼす可能性を示唆した。第二節ではその仮定に基づき、サルファ薬と TMP との組み合
わせで相乗的な毒性が表れることを見いだし、化学物質の複合汚染による毒性増強の可能
性を明示することに成功した。加えて第一節で見いだされた、医薬品がその意図する作用
機序によって環境微生物に影響を及ぼすとの仮説について、強い示唆を得た。そこで本節
ではその仮説の立証を試みた。 
 
サルファ薬と TMP はとも
に葉酸合成阻害を作用機序
とするが、葉酸合成経路中
の別の点を各々阻害するこ
とにより、単剤投与時の代
替合成経路を遮断すること
で相乗作用を発揮する。こ
のことから第二節で相乗効
果が見られた試験条件の元
で、培地に葉酸を添加すること
で毒性の軽減が観察されれば、
サルファ薬と TMP の P. 
subcapitata に対する増殖抑制
作用は葉酸合成阻害によるものであることが立証されると考えた。 
 
Fig. 1-4. Recovery of growth inhibition by the addition of folic 
acid. 
* :observed significant difference to negative control (without 
FA) (P<0.05) 
1) : concentration of SDA in the combination,  TMP was used 
at the NOEC. 
2) : Used at the EC50 concentration. 
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 試験では培地中に 20ng/L の葉酸を添加したところ、SDA と TMP の相乗作用による増殖
抑制に対して有意な軽減が見られた(Fig.1-4)。しかし SDA、TMP、PMT それぞれ単独での
試験においては有意な効果は確認できなかった。 
 
 前述のとおり細菌の葉酸合成経路のそれぞれ別の点を阻害する。サルファ薬はジヒドロ
プテリン酸合成酵素(dihydropterinic acid synthetase: DHPS)を阻害することが知られている
が、葉酸を添加することによって DHPS が阻害されても活性形である 2 水素葉酸、4 水素
葉酸の供給は行われるが、TMPs によって 2 水素化葉酸還元酵素(dihydrofolic acid 
reductase :DHFR)が阻害されると 2 水素化葉酸、4 水素化葉酸は葉酸から合成されない(Fig. 
1-5)13)。したがって葉酸は TMPs よりもサルファ薬による増殖抑制の軽減に効果があると考
えられるが、2 成分による試験の場合には用いられている TMP の用量は無作用量であり、
相乗効果によって増強された SDA の増殖抑制作用が比較的軽減されやすかったものと考
えられる。また、SDA に 100ng/L の葉酸を添加したところ、SDA による増殖抑制作用は完
全に消失した。 
 
 以上の結果から、サルファ薬及び TMP の P. subcapitata に対する増殖抑制作用は、両被験
物質が医薬品としての薬理学的作用機序とされている、葉酸合成阻害によるものであるこ
とが明らかとなった。またこの事実は、API が標的とする薬理学的作用点を持つ生物に対
しては、環境生物においても特異的に強い作用を示すことがあり得ることを示唆するもの
である。 
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Fig. 1-5. Synthesis pathway of folic acid.  Cited from Nankodo New Yakurigaku 
2nd Ed. (Nankodo Co., Ltd.) and partially modified. 
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小 括 
 
 本章において筆者は動物用に用いられる API を、藻類を用いて環境に与える影響を調べ
るための知見を収集してきた。第一節では試験条件は被験株も含めて OECD が定めるガイ
ドラインに従った。これは多くの化学物質との比較検討をする上で、一定の試験条件下で
の成績であることに重要な意味があり、得られた知見は本試験において用いた API の環境
影響を評価する上で基礎的データとなり得る。 
 しかしそのことと相反するように、第二節及び第三節では API のように薬理学的作用点
を持つ物質の場合には、被験生物がその作用点を持つか否かで大きく結果が左右される可
能性が指摘された。特に被験物質に感受性のない生物を用いた試験を行った場合には、リ
スクを過小評価する危険性が考えられる。このことからは化学物質が環境に与える影響を
評価するためにはその薬理学的作用機序を考慮しなくてはならず、方策としては代謝生理
機構等が異なる多種の生物を用いることが考えられる。理論上は被験生物が多ければ多い
ほど精度の高い評価が可能であるが、コストや時間の制約から可能な試験は限られるのが
現実である。藻類は水圏の生態系で最も底辺に位置する生物であり、それに与える影響は
環境影響評価の中で重要な要素である。このことを考え合わせると、藻類による API の環
境影響評価試験においては、繁用されている真核生物である緑藻だけではなく、これと代
謝生理学的機構が大きく異なる種について、加えて試験を行う必要があるのではないかと
考えられた。 
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第二章 ラン藻を用いた、新たな化学物質環境毒性評価法の検討 
 
序 論 
 
 第一章において、筆者は動物用医薬品に用いられる API 数種について藻類を用いた環境
影響評価試験を行い、既存の試験のみでは API の環境影響評価は十分ではない可能性を見
いだした。さらに藻類は水圏環境において生産者として底辺を担う存在であり、OECD 化
学物質評価ガイドラインなど公定試験法で繁用されている真核生物である緑藻だけではな
く、これと代謝生理学的機構が大きく異なる種について加えて試験を行う必要性を提言し
た。その新たな対象種として筆者はラン藻を用いることを考えた。 
 
 ラン藻は原核生物である。この点において真核生物である緑藻とは生理学的機構が全く
異なる。またラン藻は海水・淡水を問わず世界中に生息し、非常に一般性が高い。加えて
多くの研究者によって研究対象とされ、株化された種も多数存在する。このようなことか
らラン藻は緑藻による既存の試験法に加える種としては第一選択として好適であると考え
られた。 
 
 しかしながらラン藻を用いた試験にはいくつかの問題も考えられた。一つの問題はラン
藻の増殖速度は緑藻と比較して遅く、試験に時間がかかると同時に再現性や不安定な物質
の分解による影響が試験結果に出やすいことが挙げられる。また、株化された種は多く存
在するものの、これまで毒性学的評価の対象とされた知見が少なく、どのような株を用い
るべきであるか、またラン藻全体で見ても化学物質への応答性については未知の部分が多
いことである。筆者はこれらの現状を踏まえ、緑藻を用いた OECD ガイドラインとは異な
る、ラン藻による評価に適した方法の開発に着手した。またその方法を用いて、第一章で
用いた API について試験を試みた。さらに筆者は、これらの得られたデータに基づき、実
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際に家畜飼養現場で用いられる用量等を想定し、投与された動物用医薬品の API がどの程
度のリスクを有するのか試算を行った。 
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第一節 ラン藻を用いた化学物質環境毒性評価法の開発及び動物用医薬品に用いられる有
効成分に対する適用 
 
 ラン藻による試験を設計する際、緑藻による試験と比較して最大の問題となった点は、
ラン藻の増殖が緑藻と比較して遅い点である。このため緑藻を用いた OECD ガイドライン
による試験が試験開始後 3 日で終了するのに対し、同条件でラン藻を培養した予備試験の
結果では、株によっては評価に足りる増殖量に達するまで 30 日以上を要するものも見られ
た。藻類の増殖を増進させるための手段としては、照射光量を増加させるか、光合成の基
質である二酸化炭素(CO2)を培地中に供給することが一般的である。しかし光合成を行う植
物は一般的に照射光量が過多の場合、光障害を起こして 14)増殖障害あるいは形態変化を起
こすことが知られている。ラン藻は緑藻と比較して光に対する耐性が低く、照射光量の増
量で増殖促進が見られる余地は少ないと考えられた。そこで筆者は試験容器を透明アクリ
ル製のガスボックスに入れて、周辺雰囲気の CO2濃度を 1%まで高めて増殖促進を図った。
また、試験容器は OECD ガイドラインの 200mL 容三角フラスコに代えて 24 穴プレートを
用い、ハイスループットを指向するとともに対培地容量で雰囲気接触面積を拡大し、CO2
濃度増加の効果を高めるものとした。株としては日本の代表的カルチャーコレクションで
ある国立環境研究所より分与された、Anabaena cylindrica (NIES-19), Anabaena variabilis 
(NIES-23), Microcystis aeruginosa (NIES-44) and Microcystis wesenbergii (NIES-107) のほか、
パスツールカルチャーコレクション由来の Nostoc sp. (PCC 7120) and Synechococcus sp. 
(PCC 7002)、東京大学分子細胞生物学研究所(現在は国立環境研究所及び理化学研究所にカ
ルチャーコレクションを移管)より分与された Synechococcus leopoldensis (IAM M-6)、ATCC
より分与された Anabaena flos-aquae (ATCC 29413)を用いた。 
 
 その結果、株によってばらつきはあるものの、おおむねどのラン藻においても試験開始
後 144 時間(6 日)で増殖評価が可能であるとの結果を得た。この系を用いて第一章で用いた
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抗生物質の中から 7 種類(SDM、EM、TP、ABPC、OTC、NFLX 及び TMP)について 8 種の
ラン藻を抗生物質とともに培養し、プレートリーダーを用いて各抗生物質の MIC、EC50及
び NOEC を算出した。結果は Table 2-1 に示すが、抗生物質の種類と株との関係について見
ると、まず EM の MIC はすべてのラン藻に対して比較的低い MIC を示した。M. aeruginosa, 
M. wesenbergii and Synechococcus sp.は ABPC に対する感受性が非常に高く、MIC は 0.0063, 
0.032及び0.020 mg/Lであった。OTCのA. cylindrica に対するMIC及びNFLXのA. cylindrica, 
M. aeruginosa and M. wesenbergii に対する MIC は 0.2mg/L と低いものであった。我が国にお
いて抗生物質の農場家畜由来細菌に対する耐性モニタリングが農林水産省によって行われ
ており、Salmonella 15)及び Campylobacter16)に対する MIC が報告されている。これによると
Salmonella に対する OTC について MIC は 1 から 512mg/L であり、Campylobacter jejuni に
しては 0.2 to 100 mg/L と報告されている。これらの MIC レンジは今回得られたラン藻の結
果(0.2 から 26mg/L)と近い値であると言える。Esaki15)の報告では分離された Salmonella82
株のうち 58 株の ABPC に対する MIC は 0.5 から 2mg/L であり、残り 26 株は 512mg/L 以上
であった。ABPC のラン藻に対する MIC は Salmonella に対するそれを下回っているが、こ
れはラン藻は種によっては非常に ABPC に感受性が高いものが存在すると考えられる。S. 
leopoldensis では、NOEC の 2 倍の濃度の ABPC によって増殖抑制だけではなく細胞の直線
化も観察されている。ABPC は細胞壁合成阻害を主たる作用機序とするが、グラム陽性細
菌だけではなく一部のグラム陰性細菌に対しても有効であり、ABPC による細胞の直線化
はこの細胞壁合成抑制によって生じたのではないかと考えられた。ただし細菌とラン藻で
は MIC の測定方法が異なるため、一概に数値のみでの比較はできないが、少なくともラン
藻は十分に抗生物質に対して感受性を有することが示された。 
 
 一般的に抗生物質の抗菌スペクトルパターンは抗生物質の種類によって異なる。例えば
本研究においても TMP はいずれの株に対しても増殖抑制を示す濃度は相対的に高かった。
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Table 2-1. Effect of antimicrobial agents on cyanobacteria. 
Substance Anabaena cylindrica NIES 19 Anabaena variabilis NIES 23 Nostoc sp. PCC 7120 Microcystis aeruginosa NIES 44 
 NOECa) EC50b) MICc) NOEC EC50 MIC NOEC EC50 MIC NOEC EC50 MIC 
SDM 130 480 2000 1000 1500 >2000 130 >2000 >2000 250 500 2000 
EM 0.0031 0.035 0.20 0.047 0.43 3.0 0.10 0.20 0.80 0.010 0.023 0.32 
TP 0.16 1.3 5.0 8.0 14 32 0.63 3.5 10 0.10 0.32 13 
ABPC 0.013 0.14 0.80 0.16 2.2 >160 100 >200 >200 0.000031 0.00020 0.0063 
OTC 0.0031 0.032 0.20 0.100 0.36 3.2 0.78 7.0 25 0.031 0.23 4.0 
NFLX 0.025 0.053 0.20 0.0098 0.19 2.5 0.31 1.7 5.0 0.0016 0.062 0.20 
TMP ≧200 >200 >200 3.1 11 50 3.1 53 >200 100 150 >200 
PCPd) 0.0098 0.46 5.0 0.40 0.31 6.4 5.0 9.9 20 0.2 1.2 3.2 
Substance Microcystis wesenbergii K NIES 107 Synechococcus sp. PCC 7002 Synechococcus leopoldensis IAM-6 Anabaena flos-aquae ATCC 29413 
 NOEC EC50 MIC NOEC EC50 MIC NOEC EC50 MIC NOEC EC50 MIC 
SDM 7.8 470 2000 16 760 >2000 16 1100 >2000 1000 >2000 >2000 
EM 0.0047 0.023 0.30 0.0078 0.23 2.0 0.0020 0.16 2.0 0.047 0.27 6.0 
TP 0.10 0.43 3.2 0.16 0.67 5.0 0.16 0.36 2.5 2.0 13 32 
ABPC 0.0020 0.013 0.032 0.00031 0.0069 0.020 0.025 0.083 0.20 0.16 3.3 40 
OTC 0.25 0.35 8.0 0.25 2.0 16 0.25 1.1 16 0.025 0.39 26 
NFLX 0.0063 0.038 0.20 0.16 0.63 >5.0 0.16 0.63 >5.0 0.039 0.29 2.5 
TMP 3.1 >200 >200 50 >200 >200 13 >200 >200 ≧200 >200 >200 
PCPd) 0.13 0.17 0.50 0.25 1.2 4.0 0.016 0.63 2.0 0.20 2.1 0.40 
a) No observed effect concentration (mg/l)       
b) Effective concentration of a substance at which 50% of control cell growth are affected  (mg/l)       
c) Minimum inhibitory concentration (mg/l)       
d) Pentachlorophenol sodium salt: Positive control       
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また、Nostoc sp.は他の株と比較して相対的に成長抑制効果は弱かった。これは Nostoc sp.
の増殖速度が供試した株の中では最も増殖が緩徐であり、細胞の代謝・増殖過程に作用す
る抗生物質の効果を比較的受けにくかったのではないかと推察された。これは抗生物質の
作用機序や、抗生物質の物性から生じる標的部位に達するまでの動態学的特性を考えれば
当然のことではあるが、このことは新たに試験系を検討する上で、株の選択や試験条件の
設定を行う場合には非常に繊細な問題となる。このことを念頭に筆者は得られた結果を慎
重かつ詳細に考察した。 
化学物質の毒性は EC50、NOEC 及び MIC 等の指標を用いて評価するが、これらの指標を総
合的に見ることは環境中においてラン藻に抗生物質が曝露されたときのリスクを評価する
のにも有用である。例えば M. wesenbergii に対する TMP のように MIC と EC50 が近い値で
ある場合、その用量反応曲線の傾きは大きくなり、増殖抑制は EC50 よりもわずかに高い濃
度で起こることになる。このことから環境中に放出される抗生物質の濃度は注意が必要で
ある。一方 S. leopoldensis に対する EM のように EC50 と NOEC の差が大きい場合、このよ
うな抗生物質は EC50 以下の濃度でも弱いながらも増殖を抑制する。このように環境毒性の
評価指標としては一般的に EC50 がよく用いられるが、EC50 のみならず予測環境濃度に対す
る NOEC も併せて評価することでその物質の特徴をよりよく捉えることが可能となること
が、本研究であらためて示された。 
 次に筆者は第 1 章で行った試験と本章で得られたラン藻に対する結果の比較を行った。
EC50 に注目した結果を Figure 2-1 に示すが、緑藻を含めて本研究で供試した 8 株には特徴
的な違いがあることがわかる。M. aeruginosa、M. wesenbergii、S. leopoldensis 及び
Synechococcus sp.はこの検討では総じて抗生物質に感受性が高く、Nostoc sp.と A. flos-aquae
は感受性が低い。特に M. aeruginosa、M. wesenbergii 及び Synechococcus sp の感受性は P. 
subcapitata を上回る。 
 ラン藻と緑藻に対する抗生物質の影響はその抗生物質としての作用機序によると考えら
れる。ABPC と NFLX は P. subcapitata に対してほとんど無影響なのに対し、ラン藻の感受
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Fig. 2-1. Radar charts of NOEC, EC50 and MIC of each microbial agent for various strains. 
Axis in the chart shows with -log (concentration/mg･mL), and one scale unit equals to 1. The value is smallest at the 
center of the radar chart and biggest at the edge. The data are shown in Table 2-1 and Table 1-1. 
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性が高い。ABPC と NFLX はそれぞれ原核生物の細胞壁合成、DNA 複製阻害を主な作用機
序とする。これは P. subcapitata が真核生物の緑藻であり、これら 2 種の抗生物質に低感受
性であることと矛盾しない。しかしながら EM、TP、TMP 及び OTC に対する P. subcapitata
の感受性はラン藻とほぼ同じである。EM、TP 及び OTC は 70s リボゾームの 50s あるいは
30s サブユニットに結合し、タンパク合成を阻害するとされており、これらの抗生物質は原
核生物であるラン藻には影響を及ぼすが、緑藻には影響しないはずである。この理由は不
明であるが、人及び動物が抗生物質を服用した場合に副作用が皆無ではないこと、副作用
は用量依存的であるものが多いことと同様に、現状では EM、TP 及び OTC による毒性は
機序非特異的と考えざるを得ず、これは P. subcapitata か指標生物として敏感であることを
示していると解される。なお、第一章で述べたように TMP と SDM は葉酸合成を阻害する。
葉酸合成経路は細菌だけではなく緑藻も持つことから、TMP と SDM は P. subcapitata の成
長を阻害すると考えられ、本研究においても強い増殖抑制が観察されている。 
以上のような比較結果から、従来のように緑藻のみで微細藻類をはじめとする水圏の生産
者に対する評価を行うことには無理があることは明白であり、少なくとも細胞の形態が大
きく異なるラン藻は抗生物質の環境毒性評価には緑藻の試験に加えて行うべきであると筆
者は考える。 
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第二節 家畜飼養現場における投薬を想定した、動物用医薬品有効成分のリスクに関する
試算 
 
 前節において得られた結果は、抗生物質は低濃度でもラン藻の増殖を抑制し得ることを
示しており、このことは動物用抗生物質が環境中へ放出された場合、環境中に生息するラ
ン藻に悪影響を及ぼす可能性があることを示唆している。筆者はこのことから我が国での
畜産農家の飼養形態、及び動物用医薬品の承認状況等を調査し、抗生物質の環境中濃度を
概算した。 
 緒論で述べたように、現在我が国では法令により家畜からの廃棄物を直接水圏へ投棄す
ることは禁じられており、小規模の畜産農家のみが未処理のまま圃場へ散布することが認
められているほかは排水処理を行って放流することが定められている。養豚の場合、近年
我が国において養豚農家戸数は減少傾向にあるにもかかわらず、飼養頭数はそれほど減少
していないことからわかるように、1 戸あたりの規模は年々大きくなっているが、大規模
な養豚場はほとんどが自前の排水処理施設を備えるか、畜産団地として共同排水処理場を
有しており、現在は養豚排水はそのほとんどが排水処理を経て放出されていると考えられ
る。 
 動物用医薬品の環境毒性評価については、「動物用医薬品の承認申請資料の国際調和」
(VICH)17)において、動物用医薬品として初めて用いられる API が製剤として承認申請され
る場合の環境影響評価手法についてガイドライン(GL6 及び GL38)が定められており、我が
国においても VICH のガイドラインに準拠する形で公益社団法人日本動物用医薬品協会の
自主基準として定められている。VICH ガイドラインでは、一定の想定条件の下で算出し
予測環境中濃度(PEC)を用いて評価を行うが、そのモデルとして圃場への直接散布か直接河
川放流を規定するなど最悪のケースを想定している。しかしながら合理的根拠がある場合
には希釈、分解等の緩和要素を認めている。実際に排水中の予測最高濃度(PMCts)を計算す
る方法は Endoh ら 18)が提案している。この計算方法では抗生物質は標準的な投与量で投与
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され、すべての抗生物質が体内で代謝を受けずに尿中に排泄されると仮定する。この場合
に尿中予測最高濃度(PMCurine)は次の式で表される。 
 
PMCurine (mg/kg)= W A / U 
 
W は一頭あたりの体重中央値、A は体重キロあたりの一日投与量、U は尿排出量である。
PMCts は PMCurine で尿中に排泄された抗生物質の濃度と定義され、排水処理によって分
解することなく希釈され、環境中に放出され、次のように定義される。 
 
PMCts (mg/L)= PMCurine U N / (T S D) 
 
N は被投与頭数、T は飼養頭数、S は 1 頭 1 日あたりの排水量、D は希釈率である。この式
を用いて、前節で用いた抗生物質について計算を行った PMCurine と PMCts の結果を
Table2-2 に示す。仮定条件は、飼育規模は 1500 頭(日本で標準的な肥育施設での飼養頭数)、 
PMCurine は W=70kg、U=3.8kg/day 及び各抗生物質に定められた用量(Table 2-2 中に表記)
Table 2-2. Predicted maximum concentration of antimicrobial agents.
Antimicrobial agent Dose(mg/kg day) PMCurinea)(mg/kg) PMCtsb)(mg/L) 
Sulfadimethoxine (SDM) 100 1842 7.90 
Erythromycin (EM)  7 129 0.55 
Thiamphenicol (TP)  30 553 2.37 
Ampicillin (ABPC)  10 184 0.79 
Oxytetracycline 
Hydrochloride (OTC)  20 368 1.58 
Norfloxacin (NFLX)  5 92 0.40 
Trimethoprim (TMP)  80 1474 6.32 
a) Predicted maxmum concentration in urine in a standard fattening of pig in
Japan. 
b) Predicted maximum concentration in treated sewage in a standard fattening
of pig in Japan 
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を用いた。PMCts は N=60、T=1500、S=15L/day 及び D=2.36 を用いて計算した。この場合、
(T×S×D)/(U×N)はおよそ 233 で定数となるが、これは尿中の抗生物質は活性汚泥による
排水処理で 233 倍に希釈されることを意味している。結果として EM、NFLX の PMCts 値
はそれぞれ 0.55 及び 0.40mg/L となり、とりわけ 今回試験を行った 8 種の微細藻類に対す
る NOEC を上回った。特に EM、NFLX の PMCts 値は A. cylindrica,、M. aeruginosa 及び M. 
wesenbergii.の MIC も上回っている。そのことからこれらの種はこれらの抗生物質に PMCts
の上では影響を受けやすいものと考えられる。筆者はある種の抗生物質が環境中に放出さ
れた場合、それがその動物への承認用量であってもラン藻に影響を与える恐れがあると考
える。 
Table 2-3.  The value of PECts/NOEC for various strains.       
Strain SDM EM TP  ABPC OTC NFLX TMP 
A. cylindrica NIES-19 0.061 180 15 61 510 16 <0.03
A. variabilis NIES-23 0.0079 12 0.3 4.9 16 40 0.2 
Nostoc sp. PCC7120 0.061 5.5 3.8 0.0079 2 1.3 0.2 
M. aeruginosa NIES-44 0.032 55 24 25000 51 250 0.063
M. wesenbergii NIES-107 1.0  120 24 400 6.3 63 0.2 
Synechococcus sp. 
PCC7002 wild type 0.49 71 15 2500 6.3 2.5 0.13 
S. leopoldensis IAM-6 0.49 280 15 32 6.3 2.5 0.49 
A. flos-aquaeATCC29413 0.0079 12 1.2 4.9 63 10 <0.03
P. subcapitata ATCC22662 15 54 0.58 0.00079 8.6 0.099 0.25 
 
 
 さらにNOECをPMCtsと比較した結果(PMCts/NOEC)をTable 2- 3に示す。EM、TP、ABPC、
OTC 及び NFLX はいくつかのラン藻に対して PMCts/NOEC は 1 より大きく、これはラン
藻がその抗生物質を含む排水に直接曝露された場合には影響が見られる可能性を示唆して
いる。実際には排水処理などでの分解や吸着など様々な減衰要因があることから、
PMCts/NOEC は 1 を超えてもそれが即座に現実に環境中で何らかの影響を及ぼすことには
つながらないが、その物質が持つリスクの指標としては無視できない要素である。例えば、
 37
EM、TP、ABPC、OTC 及び NFLX のように PMCts/NOEC が 100 を超えるようなもの、特
に ABPC の Synechococcus sp.及び M. aeruginosa に対する PMCts/NOEC は 2500 及び 25000
と、非常に高い値であることが示された。少なくともこれらの物質については、ラン藻に
対して数値なりの潜在的リスクを持っていることは認識すべきである。また、OECD ガイ
ドラインでの標準株である緑藻 P. subcapitata の PMCts/NOEC は、ラン藻のものと比較する
と低い。SDM、EM 及び OTC に対しては 1 を上回っているが、ラン藻よりも大きいのは
SDM のみであった。これらの結果から、ラン藻は抗生物質の環境毒性評価には感受性とい
う観点では高いと言える。 
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小 括 
 
  本章において筆者は抗生物質を対象とした、ラン藻を用いた環境毒性試験法を開発し、
本法が抗生物質に対する感受性の観点から非常に有用であり、取り扱いも容易であること
を見いだした。今回は抗生物質という作用機序が明らかである物質を用いたが、生物に対
する作用機序が知られていない一般化学物質であっても、種による作用の差は起こりえる。
筆者は化学物質の環境毒性を評価するにあたっては、少なくともラン藻と緑藻の両方が必
要であると考える。 
 
 折しも試験の実施から本稿執筆までの間に OECD ガイドラインの改定によってラン藻は
OECD ガイドラインに供試生物として採用された。これまでに緑藻を用いた試験報告、試
験データは多数の蓄積があるが、ラン藻の試験データはこれからである。OECD ガイドラ
インでは、試験系は基本的に緑藻と類似の方法であるが、第一項で述べたようにラン藻に
必ずしも向いている試験系ではない。ガイドラインに新たに採用されたことで、既存の化
学物質についてもデータを蓄積していく必要が出てくるが、その際にはハイスループット
を備えた方法が有利である。この試験において用いた方法は 24 穴プレートを用いてラン藻
の培養を行って 96 穴プレートを用いて濁度を評価するものであり、この点においては有利
である。OECD ガイドラインの試験系との相関性が確保できれば、多数の被験物質に対し
て良好な質のデータを出せるものと考えている。 
 
 ラン藻を用いた試験で得られた結果に対して動物用医薬品としての用量等からリスクを
推定する試みについては、数値を見る限りにおいては一部の抗生物質製剤は高い環境に対
するリスクを有していることが示唆される結果であった。第二節に述べたようにこれはリ
スク指標の一つに過ぎず、妥当な環境リスク評価にはさらなる知見の蓄積が必要である。
もっとも行政機関が措置を講ずる場合には、被害を未然に防ぐ立場から科学的評価が不十
 39
分な段階であってもその時点で可能な限りの知見を元に、行政判断によるリスク評価を行
うこともある。端的な例では VICH ガイドライン第 1 相(使用対象や使用濃度などから求め
るスクリーニング評価)での判断根拠となる PEC(環境中予測最高濃度)の基準値も、これを
裏付ける科学的根拠の完全な確立を求めていては永遠にその設定は不可能である。
PEC=0.1mg/kg の基準値は VICH に参加した各国技術担当者の合意によるものである。 
 これら物質の真の環境リスク評価には、ラン藻だけではなく他の指標生物に対する結果
も併せ、環境汚染実例を元にするなどの具体化作業が必要であり、環境科学全体の今後の
課題と考えられる。 
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第三章 小型堆肥化装置を用いた、動物用医薬品が堆肥化に与える影響評価法(マイクロフ
ァーメンテーション法)の確立と応用 
 
序 論 
 
 これまでの本研究において、筆者は動物用医薬品が動物に投与された後、排泄された API
が水圏に入った場合を想定し、微細藻類を用いた試験法の検討及び抗生物質について評価
を行ってきた。これらの検討は API の主たる排泄経路である尿から排泄された API の影響
評価に資するものである。一方、もう一つの主要な API 排泄経路として、糞中からの排泄
経路がある。各 API がどのような代謝排泄経路をたどるかは API によって様々であり、一
概には言えないが、API の薬物動態については医薬品の基礎データであり、通常医薬品と
して用いられている API については、実験動物のデータも含めて公表されている情報が多
い。動物用医薬品の API でも糞中に排泄されるものは多くあり、土壌中の VMP(獣医療用
製剤・製品)による汚染の可能性は早くから指摘されていたが 19)、その研究は現在も水圏の
それと比較して遅れている。おそらくはごく微量の API の分析にかかる難易度等の問題と
思われる。 
 畜産現場における堆肥化処理 20)は、まず家畜排泄物を固体と液体に分離し、固体廃棄物
から必要以上の水分を除去する。この固体廃棄物に稲わら、籾殻、おがくず等の副原料を
加えてさらに水分含量を適切に調整するために混合する。飼育形態によっては畜舎の敷料
として用いていた稲わらやおがくずをそのまま副原料として用いることもある。これらを
堆肥舎中に積み上げ、原料中に存在する多種多様な微生物によって有機物の生分解を行う。
生分解は好気的発酵が主であるが、好気発酵の結果、内部では嫌気部分が発生し、嫌気的
分解も行われると言われている。その温度は摂氏 70 度以上に達するとされ、熱に弱い有害
微生物はこの熱で死滅し、複雑な構造を持つことが多い微生物由来の有害物質の多くも分
解する。発酵には非常に複雑な無数の微生物が関与しており、また発酵物中でも空気が豊
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富で放熱が活発な外側と、空気に乏しく熱が逃げにくい内部では条件が異なるなど、部分
によって発酵条件は一様ではなく、その微生物学的機序等はほとんどわかっていない。 
 やがて時間の経過に伴って温度が下がってくると、「切り返し」と言われる攪拌を行う。
近年は畜産農家の大規模化に伴って発酵設備も大規模化し、数トンから数十トン規模の施
設は我が国でも珍しくなく、ホイールローダー等の重機を用いて切り返しを行うのが一般
的であるほか、さながら工場のように機械設備を用いて自動的に切り返しを行う施設もあ
る。切り返しを行うと内部に新たな空気が供給されるとともに団粒構造が破壊され、再び
発酵が始まって温度が上昇する。このような温度上昇・下降と切り返しのサイクルを数ヶ
月にわたって数度行い、切り返しても温度が上昇しなくなると完熟した堆肥となる。完熟
した堆肥は排泄物の臭気はもはやなく、土に近い形状をもつ。肥料として市場に流通する
堆肥はこれを乾燥させたものである。このような過程による堆肥化の目的は余分な炭素分
の分解による肥料としての炭素/窒素比(C/N 比)の最適化と、動植物・微生物由来の有害物
質の分解、雑草種子等の死滅であるとされている 21)。 
 このように堆肥化処理では活発な有機物の分解が行われ、数ヶ月間にわたって熱と水を
発生する。高温・多湿の環境は複雑な構造を有する API には厳しく、多くの API は堆肥化
処理によって分解することが予想される。しかしこれらの条件によっても分解しない API
が存在した場合、堆肥とともに農地に散布されることになる。また、抗微生物薬をはじめ
API は生物機能に何らかの影響を及ぼす物質であることから、API が糞中に存在すること
によって堆肥化処理そのものが影響を受ける可能性がある。 
 
 我が国の畜産排泄物の処理実態として、排泄物の固液分離を行い、液体廃棄物はすでに
述べたように活性汚泥法などの排水処理を経て放出され、固体廃棄物は堆肥化処理を行っ
て農地還元を行うことが多い。畜産廃棄物の固液分離は世界的には主流とは言えず、多く
は排水とともに処理されるか、混合スラリーとして農地還元されている。そのため固体廃
棄物中に排泄された API の環境への影響 22)、23) 、貯留中の消長 24)、土壌への移行 25)等につ
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いてはいくつかの報告があるが、我が国の実態とは異なる処理方法を前提としているほか、
全体としては水系に対する影響と比較して世界的にあまり研究されていないのが実情であ
る。 
 そこで筆者は API など夾雑化学物質が堆肥化に与える影響などを評価するため、客観的
な評価が可能であり、かつ効率的な試験系を開発し、発酵に関するパラメーターのみなら
ず発酵微生物の遷移など多面的な試験系の評価を行った。加えて前章までに用いた API に
ついて試験に供した。 
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第一節 マイクロファーメンテーション法の確立に向けた検討 
 
堆肥発酵は固形排泄物に水分調節等の目的で稲わら、籾殻、おがくずなどの副原料を混
合・堆積し、発酵によって残存有機物を無機化することで肥料として農地に還元すること
を目的とした処理である。我が国において堆肥発酵は従来から畜産農家等で経験的に行わ
れてきた。近年はその科学的な解明がなされており、無機化以外にも発酵熱による作物病
原微生物の死滅、成長障害原因物質の分解などの機能が知られるようになった。しかし発
酵のメカニズムについては、経験的に行われてきた「切り返し」が好気発酵に資するもの
であるなど一定の研究は進んでいるものの、発酵に関与する微生物は非常に大量かつ多様
な微生物のコミュニティによって成り立っており、未だにそのメカニズムは不明な点が多
い。 
実際に畜産農家等で行われる堆肥発酵は数トン単位の規模で堆積され、切り返しなどの
作業も重機を用いるほか、機械化されている施設も少なくない 20)。堆肥発酵を用いた試験
系を設計する際、現実の施設で起こる現象の忠実な再現を優先させると、その規模は実際
の農場の施設に近いものが理想となる。これは堆肥発酵は材料や場所等の条件を同じにそ
ろえても、規模が異なると中心付近と表面付近の酸素条件や温度条件の相違から、同じ発
酵様態にはならないといわれているからである。しかしながら、屋外での試験となること
から環境条件にも左右されることになり、試験の一般化という観点からは好ましくないほ
か、大規模な土地や施設、費用がかかることも難点である。 
一方、堆肥発酵そのものは条件を整えれば比較的小規模でも進むことが知られている。
家庭用のコンポスト装置などが好例であるが、実験室内でも全く同一の多数の試験群を置
くことが容易であり、比較的再現性も優れている。試験法としてはこれらのメリットは魅
力的であるが、一方で先に述べた理由から畜産現場で行われている堆肥発酵を必ずしも再
現しないという問題もある。 
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このように大規模な施設と小規模施設では試験施設として考えると一長一短であるが、
本研究では OECD ガイドラインに規定されるような、より一般化された試験法を指向する
観点から、後者の小規模試験施設を用いることとした。具体的な試験装置は農林水産省畜
産試験場(現独立行政法人農業・食品産業技術総合研究機構 畜産草地研究所)が開発し、
富士平工業株式会社が市販する、小型堆肥化装置 FN-1500「かぐやひめ」を用いた。本装
置は発酵物の温度を経時的に測定することが可能であり、好気発酵に伴って発生するガス
の捕集・分析も可能であることから、これらの機能を用いて発酵の進行度や質を定量化し、
発酵に与える化学物質の影響を定量的に評価する方法が開発可能であると考えられた。ま
た、当機を用いた試験についてはすでに Kuroda ら 26)の報告があり、実績も一定程度あると
考えた。堆肥化材料としては我が国においては牛糞か豚糞が大半を占めるが、飼料の相違
から豚糞の方が発酵が比較的容易であることから、本試験では豚糞を用いた。また副材料
として稲わらを用いた。 
 
まず、本試験系を用いて堆肥化を正常に行えるか検討し、各種操作条件を検討した。
Fig.3-1に結果として発酵物温度推移及び排ガス中のCO2濃度を示す。controlで示すように、
発酵物温度は 60℃以上まで上昇した後緩やかに下降し、10 日目に切り返しを行うと再度上
昇する変化が観察された。また、CO2濃度は発酵物温度とほぼ連動して上下し、温度上昇
が好気的分解による発酵熱であることが確認された。CO2は有機物が生分解によって無機
化されたものと考えられることから、発酵の進行度を直接定量化するには CO2濃度から
CO2発生量を算出・評価することが直接的であるが、一度に複数の試験を行った場合、連
続的な測定には測定機器を複数台要するのに対して、測定機器が高額であること、排ガス
中に高濃度に含まれるアンモニア、酸化態窒素、硫黄化合物及び水蒸気等による機器への
悪影響の問題がある。本試験において CO2濃度は発酵物温度とほぼ連動して上下すること
が確認できたことから、発酵物温度を測定することにより、発酵によって生じた熱量を定
量化することによって、発酵を評価する上でのエンドポイントとして用いることが可能で
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あると結論づけた。なお、データとしては示さないが、試験条件として機器下方から供給
する空気の流量が設定可能であるが、毎分 0.8L を下回ると CO2濃度、温度上昇ともに鈍化
することが確認され、毎分 0.8L 以上は機器設計最高流量まで増大させてもほとんど変化は
観察されなかった。必要以上に高流量の空気は発酵物から熱と水分を奪う要因となり、発
酵に悪影響を来すことが懸念されることから、以後の試験では空気流量は毎分 0.8L とする
こととした。また、この評価では 4 つの試験を同時に行い、各試験に用いる堆肥材料はあ
らかじめまとめて調製したものを 4 等分して各試験に供しているが、この方法によっては
各試験間での誤差は非常に小さく、並列試験群間での比較は良好であったが、一方、異な
る日に行った試験との間では数値の変動が大きく、異なる試験群間での直接的な数字の比
較は避けるべきであると考えられた。従って本試験には必ずコントロール試験を設定し、
評価はコントロールとの比較によって行うことが適当と考えられた。 
 
 
 
次に本試験系に API を添加した場合に発酵に影響が見られるかを、SDM を例として確
認した。試験用量は、我が国で動物用医薬品として SDM 製剤が豚に承認されている最大
用量を投与し、投与された API がすべて糞中に未変化体として排泄された場合の 1 日量を
Fig. 3-1.  Temperature and CO2 concentration in exhaust gas for SDM in trial 2. 
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モデル体重の豚が排泄する一日糞量で除した濃度を標準添加濃度(MCF)とし、その 5 倍量
を豚糞に添加して試験を行った。結果は同じく Fig.3-1 に示すが、明らかにコントロールと
比較して発酵が影響を受けたと考えられる変化が見られた。また、試験終了後に発酵物を
観察したところ、コントロールは臭気がなくなり、外見は未分解の稲わらが残存していた
が、排泄物は原型をとどめず黒色化し、一部粘土状に変質していた。対して SDM を添加
したものは試験開始前から大きな変化はなく、一部は白色綿状のカビが発生していた。こ
のことから SDM 添加によって堆肥発酵が悪影響を受けたことは明白であり、本法は畜産
廃棄物に混入する化学物質が発酵に与える影響評価への適用可能性が示唆された。 
さらに影響の定量的評価のため、数値データの評価方法について検討した。温度データ
は発酵物中心付近の温度を 10 分間隔で自動記録しているが、この温度から室温を差し引い
た値が発酵による温度上昇分と考えられることから、この値の積算値 TC を求め、発酵に
よる発熱量の指標とした。なお、本試験においては便宜上室温を 10℃以上上回る場合を発
酵状態と規定した。すなわち 
 
TC= ∑(ti-tri)  ただし (ti-tri) > 10 
 
tiは時間 i における発酵物温度、triは時間 i における室温である。また、試験を通して発
酵状態にある時間を示すパラメーターとして、発酵状態にあると判断された測定点数 CP
を規定した。TC は発酵によって発生した総熱エネルギーを示すパラメーターであり、試験
を通しての発酵に対する量的評価指標となる。対して TC は、例えば被験物質が発酵に影
響を及ぼすポテンシャルを持ち合わせていたとしても、早期に分解されてしまう場合には
影響が限定的であるのに対して、試験を通じて分解されずに持続的に影響を及ぼし得る場
合などに変化が予想されるなど、発酵の質的側面に関与すると考えられる。加えて CP を
TC で除した TC/CP は単位時間あたりの平均的な発酵の活性を表していると言える。Table 
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3-1 に結果を示すが、1 回の試験成績で統計学的評価は行っていないが、いずれのパラメー
ターにも低下傾向が見られた。 
 
Table 3-1. Effect of SDM to fermentation by calorific value.  
Concentration of SDM 
(g/kg of feces) 
TC () CP (point) 
TC/CP 
 (/point) 
Maximum 
Temperature () 
Control 37886.3 1636 23.16 71.6 
0.50 (×1/10*) 36013.6 1412 25.51 71.8 
5.0 (×1*) 36985.3 1471 25.14 70.5 
25 (×5*) 24034.7 1111 21.63 55.2 
*: v.s.MCF 
 
以上の結果から、筆者はマイクロファーメンテーション法が化学物質の堆肥発酵に与え
る影響評価に際して、量的及び質的側面から定量的な評価が可能な方法となり得ると考え
た。 
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第二節 スルファジメトキシンを用いた、堆肥評価法の見地からのマイクロファーメンテ
ーション法の評価 
 
 堆肥発酵は同定不可能な種も含めて無数の種類の微生物が関与していると言われ、それ
らの微生物の代謝が相互に関与することによって進行すると考えられている。その実態は
非常に高度な複雑系であり、全容の解明は現在取り得る手法では不可能である。また、こ
れらの系は例えば農場ごと、季節ごと等様々な条件によって再現性が期待できず、仮に一
つの系の全容を解明できたとしても演繹性・科学的意義は乏しい。しかしながら API は生
化学的に特定の作用機序を有し、特定の微生物にのみ影響を与える可能性も考えられるこ
とから、堆肥発酵に対して API が質的にどのような影響を及ぼし得るのかを検討すること
は非常に意義がある。また、微生物に影響を及ぼし得る物質であっても、複雑系である堆
肥発酵の場合にはある微生物に対する影響を他の微生物が代替することで表面上は影響が
見られず、正常に発酵が進行しているように見える可能性も考えられる。これらのことか
ら、マイクロファーメンテーション法について、可能な限り質的評価を行うことが必要と
考え、どのような評価が可能であるか検討を行った。 
 
 Fig. 3-2 は前節における発酵物温度と CO2発生量との関係をプロットした結果である。
CO2は好気的分解による有機物の無機化最終産物として発生するが、同じ好気的代謝であ
っても微生物種によって CO2以外の代謝産物(例えば醸造等に見られる有機酸、アルコール
の発生や、乳酸発酵など)を発生するものもあり、またそれらの一次代謝産物を基質として
代謝を行う微生物の存在も考えられる。また、発生する熱量も代謝系により異なる。これ
らを発酵系全体で考えた場合、個々の微生物について解析が不可能であっても、系全体と
して同じ微生物系で発酵すれば両パラメーターの関係は一致するはずであり、同じ試験系
であっても微生物系が何らかの影響を受けて変化すれば両パラメーターの関係は変化する
のではないかとの仮説を立て、両パラメーターの関係を調べたものである。 
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 Fig. 3-2 において、コント
ロールのプロットはおおむ
ね 2 本の線に並ぶことがわ
かる。プロットが比較的まば
らな側の曲線は試験の最終
期に温度が下降する局面で
あり、その他の局面ではほぼ
両者の関係は一致している
ことがわかる。データとして
は示さないが、最終期ではそ
れまで確認されなかった大
量のアンモニアガスが排ガス中
に確認されており、切り返し後
の温度上昇後、発酵物中の微生物構成等が変化した可能性が強く示唆された。 
 対して SDM を添加した系では、局面によって一定の傾向は見られなかった。これは SDM
が微生物群に影響を及ぼし、正常な発酵が妨げられた結果、発酵物内の微生物相が不安定
になった結果であると考えられる。なお、SDM 添加系ではアンモニアガスの発生は最初の
温度ピーク後の下降局面から、発生量が変動しながら継続して見られている。 
 
 畜産廃棄物を肥料として用いる際に堆肥化する一つの理由として、植物に対して有害な
物質を分解するという効果が知られており、小松菜の種子に対する発芽抑制効果を測定す
る堆肥熟成度の試験が行われている 21)。筆者は本試験の発酵物を常法に従い、発芽抑制作
用を調べた。その結果、Table 3-2 に示すように、コントロールの発酵物の浸出液を与えた
小松菜種子は良好な発芽を示したのに対して、SDM 添加系の発酵物からの浸出液を与えた
小松菜種子には明らかに発芽抑制が観察された。また、両者とも発酵前の状態では発芽抑
Fig. 3-2. Plot of CO2 concentration and temperature for 
SDM in trial 2.  Circles are data derived from adding SDM 
and crosses are data from control. 
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制が認められており、コントロールが
通常堆肥化で得られる効果が確実に
認められているのに対し、SDM 添加
系では堆肥化が不十分であったこと
が堆肥の質的評価からも裏付けられ
た。なお、本試験においては SDM を
種々の添加濃度において試験を行っ
ているが、最も低い濃度では発芽抑制
は見られていない。この点については
後節において論じる。 
 
 さらに筆者は、発酵物の C/N 比を測
定した。C/N 比は有機物の生分解反応
である堆肥発酵では、小松菜発芽試験と同様に熟成度の指標として用いられている。Table 
3-3 に結果を示すが、C/N 比はいずれの試験系についても低下が見られた。しかしながら
SDM 添加系とコントロールでは大きな差は見られず、またいずれの値も堆肥が熟成した目
安とされる値以下には到達していなかった。これはマイクロファーメンテーション法にお
いては、コントロールであっても実際の畜産現場における堆肥化処理と比較して大幅に短
期間で発酵が終了することから、実際の肥料として用いるのに適した時点までは熟成が到
達しておらず、結果として SDM による影響が観察されなかったものと考えられた。 
 
 実際の畜産現場における堆肥化処理においては、序論で述べたように堆肥化工程中に数
回の切り返しを繰り返し、数ヶ月の期間をかけて熟成させるのに対し、マイクロファーメ
ンテーション法では 2 回目の切り返し後には温度は上昇しなくなり、試験期間は 2〜5 週間
程度である。生成した発酵物の形状も、実際の畜産現場で作成された堆肥と異なり、黒い
Table 3-2.  Results of Komatsuna sprouting test 
after SDM addition (MCF=5g/kg) 
 Mean (mm) Range (mm) 
Blank 27.72 23.86-29.14 
Control 26.38a 18.84-30.40 
MCF×1/10 28.26 28.58-32.88 
MCF×1 6.41b 5.18-7.75 
MCF×5 1.69b 1.04-2.26 
a: Significant difference from blank in trial 1 
b: Significant difference from blank in all (3) trials 
Table 3-3 Carbon/nitrogen ratio of fermentation 
products after SDM addition (MCF=5g/kg) 
C/N Ratio 
Control 9.48 
MCF×1/10 10.8 
MCF×1 10.5 
MCF×5 8.46 
Before fermentation 14.3 
 51
粘土状で副原料の稲わらの繊維が大量に残存していた。これらの観察事実から、マイクロ
ファーメンテーション法による発酵は、実際の畜産現場における堆肥発酵と全く同一では
なく、発酵は完熟までは至らないものであると考えられた。 
 前節で述べたように、堆肥発酵は非常に複雑多様な微生物の生理学的機序の集積の上に
成り立っており、条件が異なれば同じ事象は再現されないことは事前に予想された結果で
ある。小松菜発芽試験の結果から、本試験においても小松菜発芽抑制の回避は十分達成さ
れていることから事象として堆肥化は正しく行われていることは立証されており、C/N 比
の検討から堆肥化の熟成度が不十分であることが示唆された。マイクロファーメンテーシ
ョン法は大きな体積中で自然に温度や通気が確保されている実際の畜産現場での堆肥発酵
とは異なり、ポンプによる通気などで人為的に条件をコントロールしているなど現場と同
等の条件を再現することは不可能であり、本報告での結果が本法の限界であると考えられ
た。しかしながらこのことを本法の有用性の観点から評価すると、相違点は熟成度であり、
現象面では十分に本法は実際の畜産現場での堆肥発酵を再現できていると考えられ、化学
物質の評価に供する試験法として考えた場合、これらの点は問題にはならないと考えられ
た、試験期間は結果として短いものになるが、これは実験室内の試験としてはむしろ好都
合であり、期間が長期化することによる再現性リスクも低減が期待できる。結果として本
法は堆肥化のモデルとして化学物質の影響を評価する方法としては非常に優れた点を有し、
有用性が高いと結論づけた。 
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第三節 マイクロファーメンテ−ション法を用いた、動物用医薬品として用いられる抗菌性
物質製剤 5 成分の評価 
 
 前節までに筆者はマイクロファーメンテーション法を API が堆肥発酵に与える影響を評
価する手法として検討を行ってきた。これを受けて筆者はこれまで検討に用いてきた SDM
以外の、動物用医薬品として我が国において用いられる API で、前章までに試験に供した
成分の中から、試験施設等の制約により TS、EM、OTC、NFLX の 4 成分について本法を
用いた評価を試みた。選択にあたっては、我が国での当該成分を含有する動物用医薬品の
使用状況、前章までの試験結果及び動物体内での代謝による排泄時の未変化体の割合等を
勘案して総合的に判断した。前章までの検討に用いた SDM も同様に試験を行っているが、
試験は試験設計後の初期段階に行っており、機器不調等によるデータ欠落が多数発生した
ために SDM の影響を定量化することは困難と判断し、定性的評価のみとした。 
 試験用量は SDM による検討時と同様に、各 API について MCF を算出し、その 1/10 濃
度と 10倍濃度を加えた 3濃度となるように抗生物質未投与の豚から排泄された糞に添加し
て行った。人の医薬品は小児用医薬品や用量に特段の注意を要するものを除くと、多くは
体重に関係なく用量が設定されているが、動物用医薬品の承認用量は体重あたりの API 投
与量で規定されているものがほとんどであり、体重の差による MCF の変動は比較的小さい
と考えられる。なお、SDM の試験は前節までの成績も含めて最大用量を MCF の 5 倍量と
したが、これは SDM の承認用量が他の製剤と比較して多量であり、10 倍量を添加するこ
とが困難であったことによる。 
 本検討は評価パラメーターとして TC、CP、TC/CP 及び最高到達温度を用いているが、
このうち最高到達温度以外については統計学的評価を試みた。本来であれば統計学的手法
としては得られた数値を試験群間で比較可能な標準化を行った後、コントロールとの間で
統計解析可能な繰り返し数を行って解析することが妥当であると考えられるが、本試験法
は室内で可能な規模とはいえ、測定機器や補機等を含めると 1 セットで数平方メートルを
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占有する。また、屋外での試験と比較して短期間とはいえ準備期間等を含めると 1 試験に
はおよそ 1 ヶ月を要する。このような事情から十分な試験の反復を行うことが困難であっ
たことから、次善の策として本試験の試験内変動が非常に小さいことを利用し、以下のよ
うな評価方法を考えた。 
 すなわち、コントロールのみで行った 4 群の試験成績から試験内での相対標準偏差を算
出し、試験群間ではこの相対標準偏差が同一であるとの仮定の下で、API の評価を行った
試験群のコントロールと被験群の差が、コントロールのみで行った 4 群の相対標準偏差か
ら算出した 99%信頼限界の幅を超える場合、有意な差が見られたと判定した。これはすな
わちコントロールの値が想定される 99%信頼限界の上限であったと仮定した場合に被験群
がその反対側の下限以下であった場合を有意差有りとするものであり、統計評価としては
非常に有意差が出にくい設定である。毒性試験等では逆に保守的見地から選択の余地があ
る場合には有意差が出やすい方法を選択することが求められるが、本法はその手法自体が
開発途上であり、試験法の評価という観点から最大限有意差が出にくい手法を採用した。
当然ながら実際のサーベイランス等においてはその目的に合致した適切な統計学的評価が
定められるべきであり、将来的に本法による評価結果が多施設間で比較される場合には、
標準的試験設計の一環として適切な統計学的手法を別途検討する必要がある。なお、各 API
に対して試験は 2 回繰り返したが、2 回の試験結果を統合する評価方法がなかったため、2
回の試験成績はそのまま trial1 または 2 として示している。 
 結果は Table 3-4 及び Fig. 3-3 に示す。Table 3-4 の QCT がコントロール 4 群で行った試験
結果(Quality Control Trial) である。前節で述べたように TC、CP とも 99%信頼限界はおよ
そ平均値の±30%前後であり、生物を用いた毒性試験成績としては好成績と考えられた。
また、TC/CP 及び最高到達温度のそれはともに±5%以内であり、非常に高い試験内での再
現性が得られた。 
 EM は前章までの藻類による検討で、特に緑藻で顕著な成長抑制を示したことから検討
に加えたものであるが、本検討によっても MCF の 1/10 の濃度で TC/CP が有意に低下する
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 Table 3-4.  Evaluation of effect of VMPs on fermentation by calorific value.  
  TC (℃) CP (point) TC/CP (℃/point) 
Maximum 
Temperature (℃) 
 
Concentration of tested 
VMP (g/kg feces) 
Trial 1 Trial 2 Trial 1 Trial 2 Trial 1 Trial 2 Trial 1 Trial 2 
OTC 
Control 31394.9 38740.1 1508 1424 20.82 27.21 59.3 67.9 
0.055 (×1/10) 31591.3 40441.7 1513 1457 20.88 27.76 58.0a 69.2 
0.55 (×1) 31112.6 40397.3 1478 1458 21.05 27.71 58.5 66.1b 
5.5 (×10) 32515.0 38479.5 1561 1486 20.83 25.89 55.4b 64.3b 
NFLX 
Control 41134.8 45537 1553 2080 26.49 21.89 78.2 66.2 
0.050 (×1/10) 39124.6 44508.7 1618 2132 24.18a 20.88 69.8b 65.6 
0.50 (×1) 41436.6 46908.2 1828 2141 22.67b 21.91 65.7b 65.8 
5.0 (×10) 36402.6 39870.1 1806 1904 20.16b 20.94 54.7b 54.7b 
EM 
Control 31301.1 26231.9 1146 1082 27.31 24.24 67.3 64.0 
0.035 (×1/10) 37118.1 33790.6c 1629c 1538c 22.79b 21.97a 69.4c 60.1b 
0.35 (×1) 31057.7 34620.6c 1470 1620c 21.13b 21.37b 68.8c 61.1b 
3.5 (×10) 40340.4c 30094.8 1668c 1456c 24.18b 20.67b 63.5b 57.3b 
TS 
Control 37655.7 25930.4 1610 1071 23.39 24.21 62.8 64.3 
0.024 (×1/10) 40118.6 29032.1 1677 1183 23.92 24.54 62.6 62.6a 
0.24 (×1) 40912.3 30799.5 1599 1285 25.59c 23.97 63.8 61.3b 
2.4 (×10) 38277.6 32126.0 1496 1406c 25.59c 22.85 63.6 59.6b 
QCT 
Mean 29736 1309 22.74 62.4 
Range 25163-32370 1101-1468 22.05-23.36 61.9-63.0 
99% confidence interval 
(% for mean) 
21722-37699 
(73-127) 
926.0-1691 
(71-129) 
21.39-24.10 
(94-105) 
61.3-63.5 
(98-102) 
a: Less than control; the difference was from 2.58δ to 5.16δ 
b: Less than control; the difference was over 5.16δ 
c: More than control; the difference was from 2.58δ to 5.16δ
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など、顕著な影響が観察された。しかしながら TC 及び CP は逆に増加を示した。TC/CP の
低下は平均的な発酵の活性度が低下していることを示しており、CP の増加はそのために発
酵が低調のまま続いた結果と考えられた。TC が増加した理由を考察することは難しいが、
発酵に携わる微生物が変化した結果、資化可能な有機物が増加した可能性も考えられた。
Fig. 3-3 の温度曲線も EM の添加による影響と見られる曲線の乱れがすべての EM 添加試験
で見られており、EM は藻類を用いた試験のみならず発酵微生物に対しても、低濃度から
強い影響を有することが示唆された。 
Fig. 3-3.  Temperature changes on 
manure fermentation with VMPs.
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 NFLX についても 1 回目の試験では TC/CP 及び最高到達温度が有意に減少する影響が観
察された。しかしながら TC 及び CP には明確な影響は見られず、2 回目の試験では TC/CP
にも明確な影響は観察されなかった。その原因については不明であるが、他の試験と比較
すると TC/CP も最高到達温度も 1 回目の試験のコントロールの値が比較的高いことから有
意な差がついた可能性があり、図 3-において比較的温度曲線の乱れが少ないことからも、
NFLX が発酵に与える影響については疑問が残る結果となった。 
 TS については 1 回目の試験で TC/CP の増加、2 回目の試験で最高到達温度の低下及び
CP の増加傾向が観察された。この結果の相違については現時点では説明がつかないが、温
度上昇曲線に比較的影響が見られていることから、何らかの影響を示唆するものであると
は考えられた。 
 OTC については一部に最高到達温度の低下が見られたが、図 3-を見ると高濃度群では全
体に遅い時間にシフトしているものの、温度曲線は各試験間でほとんど同じ変化を示して
おり、最高到達温度で見られた有意差は現象として意味のある差ではないと考えられた。 
 
 以上の結果から、EM は相対的に堆肥発酵に対するリスクが高いことが示唆されたが、
他の API についてはその影響は限定的と考えられ、試験濃度設定が通常使用において想定
可能な最大濃度を設定していることを考えると、EM 以外の API については用法及び用量
に基づいて通常の畜産農家で想定される投与を行う限りにおいてリスクは低いものと考え
られた。EM についてはそのリスクの高さが浮き彫りとなったが、今回 EM を試験に供し
た理由は先に述べたように藻類で非常に大きな影響が見られたためであるが、本試験の想
定である豚に対する適応は注射剤のみであり、実際に糞中に活性を持った形で排泄される
濃度は本試験での想定を大幅に下回るものと考えられることから、畜産現場においてただ
ちに影響が懸念されるものとは思われなかった。しかしながらこれらの結果は通常の想定
を超える事態にはリスクがあることも示唆している。例えば承認外の高用量を用いた場合
のほか、事故的なケースも想定される。動物用医薬品には飼料に混じて数十から数百頭の
 57
群単位で投与する形態の製剤があり、一つの畜産農家で使用される絶対量は人に対する個
別治療と比較すると大量となる。これらの動物用医薬品が誤廃棄等の事故的要因で混入し
た場合には、堆肥化に悪影響が見られる可能性は十分考えられる。 
 
 API の添加で見られた影響は、API が発酵物内の微生物に影響を与えたことによると仮
定しているが、もしそうであれば複雑な微生物コミュニティを構成している発酵物の微生
物構成に変化が見られる可能性がある。先に述べたようにその完全な解析は不可能である
が、近年環境中に存在する微生物群について、培養することなく遺伝子の多様性という形
で観察する方法として変性剤濃度勾配ゲル電気泳動法(DGGE)が有用であることが報告さ
れている 27)。筆者は発行中の微生物相が共存する API によって影響を受けてその構成が遷
移した場合、DGGE によってその様子をとらえることができれば環境影響評価において定
性的意義があると考え、本試験の前後で DGGE によって観察される微生物相に変化が見ら
れるか試験を行った。 
 採材時点は試験開始前、1 回目切り返し時及び試験終了時で、切り返し後に試験装置に
再度装填する直前にサンプリングした。また、SDM については発酵槽内での位置による比
較をする観点から、切り返し直前にそれぞれ発酵物の上部と下部から 1 点ずつ採材してい
る。 
 電気泳動写真を Fig. 3-4a 及び Fig. 3-4b に示す。また、SDM を添加した試験では可能な
限り塩基配列を解析し、菌種の同定を試みた。データベースの情報と高い相同性が得られ
たものについて、その菌名を Table 3-5 に示す。発酵に影響が見られたサンプルから得られ
たバンドパターンは、コントロールのパターンとは明らかに異なるものであり、API に感
受性の細菌が影響を受け、代わって感受性のない細菌が増殖した可能性が示唆された。 
 今回の試みから得られたデータのみでは、明確に API によって微生物相の変化を立証す
るまでには至らなかったが、堆肥発酵による影響を追跡できる可能性については示唆を得
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た。個別の試験材料や施設等による際も考慮して、今後の検討によって追跡する指標細菌
などの知見が蓄積されれば、定量的な微生物相の変動評価も可能になると考えられる。 
 なお、同定された細菌はほとんどが好気性菌であったが、Clostridium 属のように嫌気性
細菌も発酵後に見られた。これは好気発酵が活発化することと、発酵物の団粒構造等によ
って部分的に嫌気条件となっていることが窺われた。データとしては示さないが温度がピ
ーク付近で排気の酸素濃度を測定したところ、正常に発酵していると考えられた例ではお
よそ 2%程度まで低下していることが観察されており、内部が貧酸素状態となっていること
が確認されている。実際の畜産農家等における堆肥発酵でも同様であると言われており、
この事実は本法が堆肥発酵モデルとして妥当であることを示すひとつの事象であると言え
る。 
Fig. 3-4a.  DGGE gel photograph. a: before fermentation; b: at the first 
mixing; and c: at the second mixing.  a’, b’, c’ are control samples. 
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Fig. 3-4b. DGGE gel photograph (continued from Fig. 3-4a).
Table 3-5.  Results of matching sequences of major bands in Fig. 3-4 to library. 
Band Closest relative Identity (%) Phylogenetic affiliation 
04 Megasphaera elsdenii 321/322 (99) Firmicutes 
09 Bacillus sp. R-6488 509/510 (99) Firmicutes 
10 Bacillus sp. R-6488 509/510 (99) Firmicutes 
12 Pseudomonas pertucinogena 470/479 (98) Gammaproteobacteria 
13 alpha proteobacterium F0917 424/460 (92) Alphaproteobacteria 
17 Prevotella buccae 178/192 (92) Bacteroidetes 
18 Bacillus sp. R-6488 509/510 (99) Firmicutes 
19 Bacillus sp. 17-5 327/342 (95) Firmicutes 
20 Saccharomonospora viridis 497/497 (100) Actinobacteria 
21 Saccharomonospora viridis 498/498 (100) Actinobacteria 
22 Paenibacillus sp. R-6928 203/207 (98) Firmicutes 
23 Bacillus sp. PML14 239/253 (94) Firmicutes 
27 Bacillales bacterium UMB 71 180/183 (98) Firmicutes 
30 Clostridium disporicum 404/414 (97) Firmicutes 
34 Bacteroidetes bacterium S22-35 411/412 (99) Bacteroidetes 
35 Pseudoxanthomonas sp. NFC7-F12 473/474 (99) Gammaproteobacteria 
37 Thermoactinomyces sanguinis 266/277 (96) Firmicutes 
38 Pseudomonas pertucinogena 470/479 (98) Gammaproteobacteria 
39 alpha proteobacterium F0917 426/462 (92) Alphaproteobacteria 
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小 括 
 
 本章においては、実験室内で実施可能な堆肥化モデルを用いた環境影響評価モデルとし
て小型の堆肥化装置を用い、その有用性を検討するとともに 4 種類の API について実際に
試験を行った。本法は試験法として優れた点を有し、我が国においてこれまでに畜産現場
での実践を通じて蓄積された知見を元に本法の多面的な評価を行った結果、堆肥発酵に関
する少なくとも本稿でテーマとしている動物用医薬品の API の環境影響評価手法としては
十分実用に耐え、かつ結果にも説得力があることが明らかとなった。また、実際に 4 種の
API について試験を行った結果では、いずれも通常使用においては問題となるものではな
いと考えられたものの、EM のリスクは藻類に対するリスクと同様に比較的高いものであ
ることが明らかとなった。 
 同時に本法について今後検討すべき課題も浮上している。数値データの解析手法、定性
的評価に資する DGGE 法の評価方法などのほか、実際に試験法としての一般化には多施設
での再現性や実績としてのデータの蓄積などが課題である。 
 また、本検討では実施していないが、API が堆肥化に与える影響以外に、堆肥化による
API の分解性が本法の評価用途として考えられる。これには発酵物中に存在する API の測
定方法の確立が必要であるが、事前に検討した結果では発酵物からの抽出が困難であり、
本格的な検討には至っていない。発酵物中 API 濃度の測定法が確立されれば本法の有用性
がさらに高まるものと期待される。 
 本検討においては畜産農家等で実施される堆肥化過程を念頭に、動物用医薬品の API の
評価に絞って検討を行ってきたが、本法はさらに一般的な試験法としての応用も可能性と
して考えられる。いわゆるコンポストなど、自然発酵過程はごく普通に至る所に存在する
現象であるほか、一般的に生態系で定義される「生産者」「消費者」「分解者」という観点
では、本法は分解者に対する試験である。これらに関与する微生物に対しては、純粋培養
可能なものに対してはその増殖阻止を見るなどで影響を観察することは一般的であるが、
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一般的に自然環境での生分解現象は無数の種による複雑系であり、単離株による試験成績
はほとんど意味を持たない場合が多い。緒論で述べたようにこれらの複雑系を完全に把握
することは困難であるが、近年は DGGE 法を用いた評価法のようにこれらの系を総体的に
評価する考え方がされるようになり、本法も試験法としての基礎原理はこのような考え方
に基づいたものである。本法の開発は、これまで個々の生物を対象としてきた従来の毒性
試験・環境影響評価試験の考え方を転換するものであり、その系そのものを代表するパラ
メーターを設定して評価するという考え方は、一般的に類する複雑系に対する評価方法の
基礎になり得るものと考える。 
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総 括 
 
 本稿において筆者は、水圏と土壌の両面において動物用医薬品の API に関する環境影響
評価法を検討した。対象とする物質が気体あるいは揮発性物質ではない場合、環境中への
排出経路は水圏か土壌かのどちらかとなる(Fig. 4-1)。筆者が水圏に関する試験として検討
対象とした藻類、及び土壌として検討した堆肥発酵は、どちらも動物用医薬品が排泄され
てまず最初に曝露される環境である。これまでに API に対して環境影響評価法を検討した
知見が少ない中で、これらを規制監督する立場に所属する筆者としては、実際の現場でま
ず最初に影響が出ると考えられるものに近い試験の検討をすることが妥当であると考え、
これらの検討に着手した。 
 
 
 Fig.4-1 家畜に投与された動物用医薬品の運命 
 
 水圏に関する藻類の検討では、既存の試験方法として OECD が定めた方法が確立されて
いるが、緒論でも述べたがこれまでに確立された環境影響試験法は広く化学物質一般を対
 63
象とするため、API の特殊性に対して十分対応可能であるのか明確ではなかった。筆者は
検討を通じて OECD 化学物質試験法ガイドライン 201 番が API についても適用可能である
ことを見いだし、実際に API に対して試験を行ってこれらの環境に与えるリスク評価に資
するデータを得た。しかしながら同時に、予想されたとおり API はその特異的生理活性が
そのまま供試生物に影響を及ぼす可能性も見いだした。これは API の影響が特定の生物に
偏って見られることを示唆しており、特に単細胞生物である微細藻類については既存の真
核生物のみに対する評価では不十分である点を指摘した。そこで筆者は同じ微細藻類であ
っても原核生物であるラン藻を用いた試験法を、試験に供する上でのラン藻の欠点を克服
して新たに開発し提案するに至った。本試験法を公表した後、OECD の当該ガイドライン
が改正され、試験条件等は異なるもののラン藻が供試株として追加されたことは、本検討
を通して既存試験法の問題点を追求してきた姿勢の正当性を示唆している。 
 
 一方、土壌に対する曝露を指向した試験方法については、ミミズを用いた試験法などが
やはり OECD 化学物質試験法ガイドラインに存在するものの、濾紙を介した曝露試験であ
るなど実際の環境との乖離があり、また排出経路上のさらに上流での試験方法は存在しな
かった。筆者は動物用医薬品の API が圃場に放出される過程では堆肥化過程が存在するこ
とに着目し、試験法としての確立を目指した。結果として細菌、真菌、放線菌、原生動物
など無数の種による複雑系である堆肥発酵を試験法として確立させることに成功した。 
 堆肥化過程はこれまでに述べたように無数の微生物種による複雑系であり、単純な生死
の評価は不可能である。しかしながら我が国の農畜産業が経験的に行ってきた堆肥化処理
は、その評価方法や機序解明に向けた知見が集積されており、これらの知見無しに本検討
は成し得なかった。我が国の農畜産業の経験的知見がこのような形で応用されることは、
枝葉ながら農畜産業に関わってきた筆者としては感慨に近い思いもある。 
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 個別の API に関する評価については、相対的であるが EM のリスクの高さが際立ってい
た。藻類を用いた検討では他の API と比較しても数オーダー低い濃度で増殖抑制作用を示
したほか、堆肥化に対する影響でも、想定標準濃度が厳しい設定と言えども、その 1/10 の
濃度でも明らかな影響が観察された。畜産、水産の現場でエリスロマイシンが使用される
機会は、他の抗生物質と比較して多くはないが、いまだに用いられることは事実である。 
 一方、他の API については通常の使用において問題が発生する可能性は比較的少ないの
ではないかと考えられた。本データは今後、環境に配慮して持続的に家畜衛生を担保して
いく上でも貴重な知見であると考える。 
 しかしながら、いずれにおいても通常の化学物質同様、ひとつのデータのみでその API
の環境影響が最終的に評価できるものではなく、様々な試験、条件あるいは追試による知
見が蓄積されて、初めて論じられるものでもある。今後報告されるであろう知見にも注視
して、慎重に考える必要がある。 
 
 近年は API に化粧品、日用品などに含有される成分も含めて PPCPs(Pharmaceuticals and 
Personal Care Products)と称される研究対象が確立され、様々な報告がなされてきた。しか
しながら最近では、国内における PPCPs を対象とした研究は一時期より下火になった。こ
れは河川等から PPCPs が検出されることはすでに事実として認識されるものの、それによ
る環境影響に関する報告が事実上皆無であること(内分泌攪乱物質と称された物質の影響
がほぼ唯一の事例として取りざたされたが、因果関係や観察された事象の意義などは結局
未解明である)、実験室内の環境生物に対する毒性試験成績は報告されるものの、それが生
態系にどのような意義を持つものであるのか解釈が難しいことなどから、研究者の興味が
薄れたことが背景にあると考えられる。しかしながら想定されるリスクが否定されたわけ
ではなく、実務としてあたる立場としては終わった問題ではない。実験室での知見と実際
の環境との間をつなぐ研究が今後は必要であり、本研究の堆肥化に与える影響の試験はそ
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の方向性を有しているとも考えられる。筆者も今後その方向性を意識した取り組みを継続
する所存である。 
 
 筆者の職務が動物用医薬品の規制に関する実務的なものであることから、本研究も規制
にかかる実務的研究の色彩が強く、学術的側面は可能な限り追求したものの、究めること
までは難しい側面もあった。しかしながら本研究において動物用医薬品の API が環境に与
える影響を評価する際に、まず検討すべき試験法の考え方は水圏、土壌ともに示すことが
できたと考えており、レギュラトリーサイエンスの基礎となるべき知見の蓄積には一定の
貢献ができたと考えている。 
 
 環境科学は総合科学である。環境に関する問題も広範であるが、ひとつの環境に関する
テーマを取ってみても、その解決には物理学、化学、生物学等、分野横断的な自然科学の
知識が必要である。加えて自然科学のみならず社会科学的側面も有しており、人類が持つ
英知を結集させる場が環境科学であると筆者は考える。その点において社会科学的側面を
担う行政機関にいながら、自然科学にアプローチする機会を得たことは幸運であった。こ
のような立場からサイエンスに取り組んだ成果が、大学、試験研究機関、企業の研究所な
どからのアプローチとは異なる見方をした成果として、本分野に微力でも貢献できれば幸
いである。 
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試験材料及び方法 
 
第 1 章 
供試藻株 
 Pseudakineliella subcapitata (Selenastrum capricornutum ATCC22662)及び Chlorella vulgaris 
(ATCC16487)は American Type Culture Collection (ATCC)から分与を受けた。ATCC 培地
No.625 で維持培養を行い、実験に用いる場合は 6 日間(2 世代)以上 OECD 培地で前培養し
て良好な増殖が認められた後実験に用いた。 
 
試薬 
 被験物質はいずれも試薬として、SDM、TMP、PMT、(以上シグマ・アルドリッチ製)、
SMZ、OTC、CFZ、ABPC、TP、EM、TS、NFLX(以上和光純薬製)、SDA、DSM(以上 ICN
製)を用い、力価は各製造元の試験成績書に記載された力価実測値を用いた。AcSA は後述
の方法により合成した。他すべての試薬は和光純薬、シグマ、関東化学、ICN、ナカライテ
スクから購入した試薬グレード以上を用いた。 
 
藻類増殖抑制阻害試験 
 手順はおおむね OECD 化学物質試験ガイドライン 201 番に従った。OECD 培地はあらか
じめ濃度及び沈殿しないような組み合わせに応じて 100 倍あるいは 1000倍の濃度の溶液を
濾過滅菌(孔径 0.2μm)した原液を作成した。200ml の三角フラスコに 100ml の蒸留水を入
れ、シリコン栓で栓をしたものをオートクレーブにかけて滅菌し、培地原液及び被験物質、
前培養した細胞を規定の濃度になるように加えた。グロースチャンバー(特注製作 株式会
社ヒラサワ製)を用いて相対湿度 70%、温度 25 度、中心照度 8000lx に設定した。静置培養
で 1 日 4 回攪拌するとともに場所を入れ替えた。細胞量の測定は 1 日 1 回 24 時間ごとに行
い、細胞濃度を自動血球計算機(セルタック MEK-5133、日本光電製)で測定した。 
 68
試験設定は予備試験が 10 倍ステップ、本試験が 2 倍ステップの被験物質濃度で、1 濃度に
つき 3 本のフラスコで行った。 
合剤の試験は基本的な手順は上記の方法に準じ、各成分を同時に添加して行った。排泄
割合は豚に対する静注を想定し、Shimoda ら 28)29)30)、Nouws ら 31)の報告を元に用量を決定
した。 
葉酸を添加した試験での添加量は GEF 保存株リストの中の M-ASP7 培地中の葉酸濃度を参
考にして 20ng/L とした。 
 
サルファ薬アセチル化体の製法 
 0.05M 硫酸とアセトンの 1:1 混液にサルファ薬を溶解し、随時 TLC で生成物と原料を確
認し、攪拌しながら無水酢酸を滴下する。原料の UV 吸収スポットが消失したら 1M 水酸
化ナトリウム水溶液で中和し、溶媒を半分程度まで濃縮し、生成した沈殿を濾取し、メタ
ノールから2回再結晶を行って使用した。化合物の確認は270MHz 超伝導NMR(Varian Co., 
Ltd.)で行い、予想される構造と矛盾は見られないと同時に不純物のピークは観察されなか
った。 
 
データ解析 
 日本環境毒性学会が配布する EcoToxR1.1(吉岡ら製作)を用いて行い、72 時間の増殖曲線
下面積をロジット法をもちいて解析した(面積法)。有意差の判定は非対応 t 検定を用いて行
った。 
 
培地中の被験物質濃度測定 
 高速液体クロマトグラフ(LC-10A 島津製作所)を用いて測定した。用いたカラムは OTC
以外が Capcell Pak C18 UG120 S-5μm d4.6mm×L250mm(資生堂)、40℃、1mL/min、OTC は
Chemco Pak Chemcosorb3C8 d4.6mm×L125mm(Chemco Scientific Co.,Ltd.)、カラム温度は
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40℃とした。移動相は OTC が 0.01M シュウ酸(pH3):メタノール:アセトニトリル=7:1:1.5、
β-ラクタム系(PCs)が 0.01M KH2PO4:アセトニトリル=88:12、TP が水:アセトニトリル=85:15、
サルファ薬およびそのアセチル化体が水:メタノール:酢酸=60:40:0.5、NFLX がリン酸/トリ
エチルアミンバッファ (pH3.0):アセトニトリル=85:15 で流速 1.0mL/min である。検出はす
べて紫外光吸収で測定し、検出波長は NFLX が 278nm、ABPC が 210nm、TP が 240nm、OTC
が 350nm、サルファ薬およびそのアセチル化体が 270nm を用いた。 
 濃度の計算は、各被験物質の試薬を標準物質とし、試験成績書の実測力価を元に算出し
た。 
 
第 2 章 
供試藻株 
 Anabaena cylindrica (NIES-19)、Anabaena variabilis (NIES-23)、Microcystis aeruginosa 
(NIES-44) 及び Microcystis wesenbergii (NIES-107) は国立環境研究所から、Nostoc sp. (PCC 
7120) 及び Synechococcus sp. (PCC 7002)は Pasteur Culture Collection of Cyanobacteria (PCC)
から、Synechococcus leopoldensis (IAM M-6)は Pasteur Culture Collection of Cyanobacteria 
(PCC)から、Anabaena flos-aquae (ATCC 29413)は American Type Culture Collection (ATCC)か
ら、それぞれ分与を受けた。A. cylindrica、A. variabilis 及びA. flos-aquaeは10 mgのFe2(SO4)3･
nH2O 及び 27 mg の EDTA を加え、FeSO4･7H2O を除いて pH を 7.5 に調整した modified 
Detmer medium (MDM)32)で培養した。M. aeruginosa、M. wesenbergii 及び Nostoc sp.は Nagase
ら 33)の報告にある培地を pH を 8.5 に調整して用いた。Synechococcus sp.及び S. leopoldensis 
には、NaCl (18 g /L)、MgSO4･7H2O (5 g /L)、NaNO3 (1 g /L)、トリス(ヒドロキシメチル)ア
ミノメタン(1 g /L)、KCl (0.6 g /L)、CaCl2･2H2O (0.37 g /L)、KH2PO4 (50 mg /L)、Na2EDTA (30 
mg /L)、FeCl3 (8 mg /L)、 MnCl2･2H2O (4.3 mg /L)、 ZnCl2 (0.32 mg /L)、 MoO3 (0.03 mg /L)、 
CoCl2･6H2O (0.012 mg /L)、 CuSO4･5H2O (0.003 mg /L)、ホウ酸(3.45 mg /L) 及びビタミン
B12 (0.004 mg /L)を含む液体培地を、pH を 8.0 に調整して用いた。 
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試薬等 
 EM、TP、ABPC、NFLX、TMP 及び標準物質として用いた PCP は和光純薬製を、SDM は
Sigma Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA)製を、OTC は EMD Biosciences, Inc. (San Diego, CA, 
USA)製の、それぞれ試薬を用いた。 
 
試験条件 
 ラン藻は内径 26mm のガラス試験管で、27℃、蛍光灯光(11W/m2)照射、1%CO2雰囲気で
維持培養し、655nm 光の OD 値 0.1 になるように培地で希釈・懸濁し、1mL を 24 穴プレー
トに分注した。OD 値の測定は分光光度計(U-2000、日立製作所製)を用いた。このプレート
を透明アクリル樹脂製ボックスに入れ、25℃、蛍光灯光(11W/m2)照射、1%CO2雰囲気で試
験を開始した。 
 24 時間後、0.1mL を 96 穴プレートに取り、655nm 光の OD 値をプレートリーダー(Model 
3550、BIO-RAD, Hercules, CA, USA)を用いて測定した。残りの 0.9mL に被験物質を 0.1mL
の蒸留水に溶解あるいは懸濁して加え、同条件で試験を行った。被験物質添加後 48、96 及
び 144 時間後に同様の方法で 655nm の OD 値を測定し、増殖量を測定した。 
 
EC50、NOEC 及び MIC の測定 
 第 1章と同様に、日本環境毒性学会が配布するEcoToxR1.1(吉岡ら製作)を用いて行った。
NOEC 及び MIC は被験物質の代わりに蒸留水を加えたコントロールとの比較で判定した。 
 
第 3 章 
 
小型堆肥化装置 
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 FN-1500(かぐやひめ)(富士平工業製)を用いた。本機は 3〜5kg の発酵材料に適用可能で、
木製の保温容器に格納される。外部熱源は持たず、発酵熱のみで保温する。下部からポン
プで通気が可能であり、排気の収集及び分析が可能である。内部の上下には発生した水を
貯留することが可能である。 
 
発酵材料 
 豚糞は財団法人東京都農林水産振興財団青梅畜産センターから、抗生物質の投与を行っ
ていない豚から排泄された豚糞の分与を受けた。稲わらは 5cm長に裁断し、豚糞重量の 10%
を豚糞に混合して発酵材料とした。 
 
試薬等 
 被験物質である OTC、NFLX、SDM、EM 及び TS はシグマアルドリッチ製あるいは和光
純薬製の試薬を用いた。 
 
試験手順 
 1 試験は 4 群とした。群間の発酵材料を均質化するために 1 試験の発酵材料は 4 群をま
とめて調製した。すなわち12kgの豚糞に1.2kgの裁断した稲わらを混合し、試験直前に3.3kg
ずつ分割してから被験物質を添加し、ポリプロピレン製バット内でよく混合して小型堆肥
化装置に装填した。装填した装置を組み立てて通気を開始すると、およそ数時間後には発
酵が盛んになり、発酵物の温度が上昇を始める。通気は予備試験の結果、0.8L/min が最適
と判断し、すべての試験で 0.8mL/min とした。 
 発酵材料中心部に温度センサーを設置し、室温とともに 10 分間隔で付属の自記温度記録
装置で温度を自動記録した。実験室室温は空調機で 23 度に設定した。 
 発酵を開始して温度が上昇・下降し、発酵物温度が 30℃を下回ったら装置を開けてポリ
プロピレン製バットに発酵物を取り出し、攪拌(切り返し)して再度小型堆肥化装置に装填
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し、再び発酵を行った。これを繰り返して温度上昇が見られなくなった時点を発酵終了と
した。どの試験も 2 回の切り返し後に温度上昇が見られなくなった。 
 試験は 1 被験物質につき 2 回繰り返した。本文においては試験(trial)1 及び 2 として表記
し、2 回の試験を平均する等の操作は行っていない。 
 
発熱量の評価 
 本試験においては室温よりも発酵物の温度が 10℃以上高い状態を発酵状態と定義した。
その上で発酵状態にある時間中の、室温と発酵物温度の差を発酵熱の指標とし、これを積
算することで発酵によって生じた熱量の指標値(TC)とした。すなわち 
 
TC= ∑(ti-tri)  ただし (ti-tri) > 10 ti:時点 i における発酵物温度 tri:時点 i における室温 
 
 また、発酵が継続している時間を示す指標として、(ti-tri) > 10 を満たす i の数を CP とし
た。さらに平均発酵活性の指標として TC/CP を算出した。 
 
DGGE 解析 
 0.2g の発酵物サンプルを Micro Smash (トミー精工製)を用いてホモジナイズし、MoBio 
PowerSoil™ DNA isolation kit (Carlsbad, CA, USA)を用いて全 DNA を抽出した。抽出した
DNA 濃度は Nanodrop ND-1000 spectrophotometer (Nanodrop Technologies, Wilmington, DE, 
USA)を用いて確認した。 
 抽出した DNA を、341f 及び 907r プライマー34)35)を用いて I-cycler(日本バイオラッド製)
によって PCR を行い、16S rRNA 遺伝子を増幅した。増幅には 1× Ex Taq buffer (タカラ製)、
0.2 mM  の dNTP、0.25 μM のプライマー、 1 μL の鋳型 DNA 及び 1.25 単位の ExTaq 
polymerase (タカラ製)を用い、容量を 50 μL として行った。 
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 増幅条件は 94℃で 2 分、94℃で 30 秒と 56℃で 30 秒、72℃で 30 秒のサイクルを 30 回繰
り返した後、72℃で 5 分間処理した。この 5μL の増幅 PCR 産物を 1.2%アガロースゲルで
電気泳動し、エチジウムブロマイドで染色した。 
 DGGE には DCode ユニバーサルミューテーション検出システム(Bio-Rad Laboratories, 
Richmond, CA)を用いた。のアクリルアミド:ビスアクリルアミド=37.5:1 混合物 8% (wt/vol)
を含む 1× TAE 緩衝液(0.04 M トリス塩基、0.02 M 酢酸及び 1.0 mM EDTA)のポリアクリル
アミドゲルを使用し、変性剤勾配は 30%から 70%(変性剤 100%は 7 M 尿素と 40%(wt/vol)
ホルムアミド)とした。電気泳動の電圧は 100V とし、60℃で 8 時間行った。泳動後のゲル
をGelStar® stain (Cambrex, Baltimore, MD)で 10分間染色し、UVトランスイルミネーター(プ
リントグラフ アトー製)及び CCD ビデオカメラ(アトー製)で撮影した。 
 一部の DGGE バンドは滅菌したカッターナイフで切り出し、50μL の蒸留水に入れて 4℃
で一晩おいた。この抽出 DNA1μL を再度 GC クランプ付きプライマーを用いずに増幅し、
電気泳動で特異性を確認した。増幅物を ExoSAP-IT(アマシャムバイオサイエンス製)で処
理し、過剰なプライマーと dNTP を除去し、ABI PRISM Big Dye Terminator Cycle Sequencing 
kit v1.1 (Applied Biosystems)を用いて、ABI 3130xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems, 
Carlsbad, CA)の説明書に従ってシークエンスを行った。 
 BLAST プログラムを用いて GenBank において、最も相同性の高いシークエンスを検索
した。16S rRNA 遺伝子シークエンスデータは DDBJ/EMBL/GenBank にアクセッション番号
AB699226-AB699239 として登録している。 
 
SDM の試験における CO2 濃度連続測定 
 CO2 濃度の測定は 5 分ごとに非分散型赤外線 CO2 測定装置(PNA-100 帝人エンジニアリ
ング製、及び LI-800  LI-COR Biosciences, Lincoln, NE)を用いて 10 分ごとに自動記録した。 
 
堆肥 C/N 比の測定 
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 堆肥サンプルを、MIR-253インキュベーター(三洋電機製)を用いて 40℃で 48時間乾燥し、
ZM100 遠心ミル(Retsch GmbH, Haan, Germany)で粉砕した後に NC-220A 自動 C/N 分析装置
(住化分析サービス製)を用いて分析した。算出に必要な水分含量は電気オーブン(ヒラサワ
製)を用いて 105℃で毎時間測定して恒量(差分 0.1%以内)になるまで乾燥し、重量を測定し
て算出した。 
 
小松菜発芽試験 
 Chanyasak ら 36)と同様の手法で、50 粒の小松菜種子を 12.5cm の濾紙上に、たねピタ!(富
士平工業製)を用いて固定し、シャーレにセットした。10g の堆肥を 100mL の沸騰水に入れ
て攪拌して放冷し、室温に冷後 2 重ガーゼで濾過し、濾液 10mL を前述のシャーレに入れ
た。シャーレに蓋をして照明インキュベーター(FLI-301NH 東京理科器械製)に入れて 23℃、
4000lx で 96 時間置き、発芽させた。根の伸長はノギスで測定した。堆肥を入れずに同様の
操作を行ったものをコントロールとした。結果は根の伸長をコントロールに対する比率で
示している。これを 1 サンプルにつき 2 回繰り返した平均で結果を得た。 
 
統計解析 
 TC、CP、TC/CP 及び最高温度の解析は、コントロールのみ 4 群で行った試験(QCT)の成
績との比較で行った。仮に被験物質を添加した試験において、被験物質が無影響であった
場合の 4 群の結果のばらつきは、QCT におけるばらつきと同等であると仮定し、QCT で得
られた相対標準偏差を、被験物質を添加した試験群に外挿した。被験物質添加群とコント
ロール群の差が QCT4 群の相対標準偏差から算出した 99%信頼限界区間以上の差があった
場合に顕著な差があると判断した。また、99%信頼限界区間の半分以上の差が見られた場
合も特記した。 
 小松菜発芽試験の試験成績は、Levene の試験を行った結果、等分散性が認められなかっ
たことから、Games-Howell の多重比較(有意水準 5%)を行って比較した。 
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 すべての統計解析計算は SPSS Ver.12.0(SPSS Inc., Chicago, IL)を用いた。 
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